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PODĚKOVÁNÍ
Když rozum nad něčím zůstane stát, o to rychleji se pak rozběhne. Rozum, který zůstane 
stát, je v pořádku. Nesmí si sednout. 
(Jan Werich)
V mládí ztrácíme rozum kvůli lásce, později ztrácíme lásku kvůli rozumu. 
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disertační práce a stejně bych usínala s myšlenkami, že jsem na někoho zapomněla.  
Proto zde mé DÍKY patří všem, kdo za ta dlouhá léta mého studia, stáli při mně, ať už to  
byli lidé, kteří mi jen podali tužku, když jsem neměla čím psát nebo lidé, kteří mě drželi  
v náručí v těžkých chvílích, nebo všichni ti, kterým vděčím za krásný život, který žiji.
DĚKUJI, bez Vás bych dnes nebyla, tam kde jsem a nepsala bych tato slova.
Dobrý člověk je učitelem horšího, horší člověk je materiálem člověka dobrého. Ten, kdo 
si neváží svého učitele anebo nemá rád materiál, s kterým pracuje, dopouští se chyby.
(Lao-c')
Troufám si zde otevřeně přiznat, že ani já ani můj dlouholetý školitel Jaroslav Flegr  
jsme se žádné chyby nedopustili.
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Abstrakt
Poměr chlapců a dívek při narození (sekundární poměr pohlaví) je u většiny 
populací okolo 1,06. Poměr pohlaví může být ovlivněn mnoha faktory, jako je například 
stres,  imunosuprese,  věk  rodičů,  počet  těhotenství  a  počet  předešlých  sourozenců. 
Toxoplasma gondii je  nejrozšířenějším lidským parazitickým prvokem v rozvinutých 
zemích  (prevalence  20%  -  80%).  Je  známo,  že  mění  chování  infikovaných 
mezihostitelů,  čímž  zvyšuje  pravděpodobnost  přenosu  do  definitivního  hostitele 
prostřednictvím  predace.  Výsledky  naší  retrospektivní  kohortové  studie  ukazují,  že 
latentní infekce prvokem Toxoplasma gondii může ovlivnit sekundární pohlavní index u 
lidí. V závislosti na koncentraci protilátek může vzrůst pravděpodobnost narození syna 
až k hodnotě 0,72 u žen s nejvyššími titry anti-toxoplasmických protilátek, což znamená, 
že na každých 260 narozených synů zde připadá pouze 100 narozených dcer. V souladu 
s výsledky na  lidech,  také  laboratorní  myši  s  toxoplasmózou  vykazovaly  v rané  fázi 
latentní infekce vyšší poměr pohlaví než myši kontrolní. 
Naše další výsledky ukázaly, že myši v rané fázi latentní infekce produkovaly 
více  interleukinu  (IL)-12  a  současně  méně  IL-10.  Dále  jsme  u  myší  zaznamenali 
sníženou  produkci  IL-2,  oxidu  dusnatého  a  sníženou  proliferaci  (syntéza  DNA)  ve 
smíšené lymfocytární kultuře v časné a také v pozdější fázi latentní infekce. Výsledky 
získané  na  infikovaných  myších  jsou  v souladu  s hypotézou,  že  zvýšená 
pravděpodobnost narození samčího potomka u toxoplasma-infikovaných myší a lidí by 
mohla být neadaptivní vedlejší účinek toxoplasmou indukované imunosuprese. Podobně 
by imunosuprese mohla být zodpovědná také za delší těhotenství pozorované u matek 
s latentní toxoplasmózou, ať už kvůli oddálení okamžiku implantace oplozeného vajíčka 
u  imunosuprimované  ženy  nebo  kvůli  vyšší  pravděpodobnosti  přežití  plodů 
s genetickými či vývojovými vadami.  Je možné,  že imunosuprese by mohla být také 
zodpovědná  za  námi  pozorovaný  vliv  latentní  toxoplasmózy  na  přírůstek  hmotnosti 
během těhotenství u Rh-negativních žen. Protože přibližně 30 % světové populace je 
infikováno  T.  gondii,  mohla  by  mít  imunosuprese  provázející  latentní toxoplasmózu 
vážné následky pro veřejné zdraví.
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Abstract
The  boy-to-girl  ratio  at  birth  (secondary  sex  ratio)  is  around 1.06  in  most 
populations. The  sex  ratio  may  be  influenced  by  many  factors,  such  as  stress  and 
immunosuppression,  age  of  parents,  parity  and sex  of  preceding  siblings.  The  most 
common  human  protozoan  parasite  in  developed  countries,  Toxoplasma  gondii 
(prevalence 20% - 80%), is known to change the behaviour of its intermediate hosts, 
thereby increasing  the  probability  of  transmission  to  its  definitive  host  (the  cat)  by 
predation.  The results  of our retrospective cohort  study suggest that  the presence of 
Toxoplasma gondii, can influence the secondary sex ratio in humans. Depending on the 
antibody concentration, the probability of the birth of a boy can increase up to a value of 
0.72, which means that for every 260 boys born, 100 girls are born to women with the 
highest  concentration  of  anti-Toxoplasma antibodies.  In  accordance  with  results  on 
human subjects, laboratory mice with toxoplasmosis produced a higher sex ratio than 
controls, in the early phase of latent infection. 
Our further  results  showed that  mice  in  the early  phase  of  latent  infection 
exhibited  temporarily increased  production  of  interleukin  (IL)-12  and  decreased 
production of IL-10. The mice showed decreased production of IL-2 and nitric oxide 
and  decreased  proliferation  reaction  (synthesis  of  DNA)  in  the  mixed  lymphocyte 
culture in the early and also in the late phases of latent toxoplasmosis. The results for the 
infected mice are in accordance with the hypothesis  that  the increased probability of 
birth  of  male  offspring  in  Toxoplasma-infected  mice  and  humans  might  be  just  a 
nonadaptive  side  effect  of  Toxoplasma-induced  immunosuppression.  Similarly,  the 
immunosuppression  could  also  be responsible  for  the  observed longer  pregnancy of 
mothers with latent toxoplasmosis, either due to reduced implantation potential of the 
fertilized ovum in immunosuppressed females or due to higher probability of survival of 
fetuses with genetic or developmental  defects. It can only be speculated whether the 
observed  immunosuppression  could  be  also  responsible  for  the  effect  of  latent 
toxoplasmosis on weight gain during pregnancy in Rh-negative women. Since about 30 
%  of  the  world  population  are  latently  infected  by  T.  gondii,  the  toxoplasmosis-
associated immunosuppression might have serious public health consequences.
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1. Úvod
Toxoplasma  gondii je  pravděpodobně  nejrozšířenějším  lidským  parazitem 
v rozvinutých  zemích.  Má  široký  okruh  mezihostitelů,  mezi  které  patří  i  člověk. 
Z klinického  hlediska  lze  toxoplasmózu  získat  buď  prenatálně  (přenosem z matky  na 
plod), nebo postnatálně. Pokud dojde k přenosu toxoplasmózy z matky na plod, jedná se 
o kongenitální toxoplasmózu, která se může následně projevit u novorozenců jako různě 
těžké deformativní onemocnění. K tomuto přenosu může dojít, pokud se matka nakazí 
v průběhu  těhotenství  nebo  velmi  krátce  před  otěhotněním.  Nejčastější  formou  této 
parazitózy  je  však  latentní  toxoplasmóza,  která  je  obvykle  považována  za 
asymptomatickou.
Ačkoli byla již podrobně prostudována role akutní toxoplasmózy u těhotných 
žen,  doposud existuje velmi málo publikací,  které se zabývají průběhem těhotenství  s 
latentní formou toxoplasmózy. Je známo, že nebyly zjištěny žádné patologické změny u 
narozených dětí, ani nebyl prokázán žádný vliv latentní toxoplasmózy na zdraví matky 
v době těhotenství. V minulosti se uvažovalo o možném vlivu latentní toxoplasmózy na 
samovolné potraty u žen, ale většina autorů tuto možnost v současnosti popírá. V naší 
laboratoři  jsme v posledních  letech zaznamenali  možný vliv  latentní  toxoplasmózy na 
poměr pohlaví při narození.
Příčiny změn pohlavního indexu jsou předmětem zájmu biologů již po mnoho 
let  a  jsou  tedy  zejména  u  savců  velmi  dobře  prostudovanou  kapitolou  reprodukční 
biologie.  Existuje  množství  prací  a  hypotéz  zabývajících  se  otázkou,  jak a  za  jakých 
podmínek  mohou  jednotliví  živočichové  manipulovat  s  poměrem  pohlaví  svého 
potomstva. Život parazitických druhů živočichů a jejich potomstva je však často omezen 
délkou  života  hostitele.  V  řadě  případů  dokáže  parazit  velmi  obratně  a  různými 
mechanismy manipulovat se svým hostitelem. Děje se tak například za účelem zvýšení 
možnosti  přenosu  do  dalšího  hostitele.  Pomocí  různých  mechanismů  může  parazit 
způsobovat  také změny v poměru  pohlaví  jedinců svého hostitelského druhu. Existuje 
několik  prací  zabývající  se  touto  problematikou,  nicméně  u  žádného  ze  studovaných 
parazitů není manipulovaným hostitelem člověk.
Předložená  disertační  práce  se  zabývá  vlivem  latentní  toxoplasmózy  na 
sekundární  pohlavní  index  a  prenatální  vývoj  dítěte.  Práce  přináší  nový  pohled  na 
problematiku latentní toxoplasmózy v době těhotenství. Vzhledem k tomu, že prevalence 
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toxoplasmózy u lidí je poměrně vysoká a dosahuje v některých zemích až 80 %, byl jako 
modelová skupina mezihostitelů parazita  T. gondii zvolen člověk. Na tomto modelu byl 
studován vliv latentní toxoplasmózy na sekundární pohlavní index a dále pak porovnáván 
podrobný prenatální vývoj dítěte u nakažených a nenakažených žen. Jelikož v současné 
době bylo na našem pracovišti prokázáno, že na chování nakažených lidí má vliv také Rh 
faktor, prenatální vývoj dítěte byl podrobněji studován u Rh-negativních a Rh-pozitivních 
nakažených a nenakažených žen.
K  ověření  získaných  výsledků  vlivu  latentní  toxoplasmózy  na  sekundární 
pohlavní index u lidí  jsme zvolili  model  laboratorní myši.  Naším hlavním cílem bylo 
potvrdit  existenci  pozorovaného  fenoménu  u  jiného  hostitelského  druhu  a  především 
pomocí  experimentálních  infekcí  vyřešit  otázku  kauzalitních  vztahů  mezi  parazitální 
infekcí a posunem v pohlavním indexu hostitele. Později jsme se však u laboratorních 
myší  zaměřili  na  hledání  fyziologických  mechanismů  změn  v pohlavním  indexu  u 
nakažených jedinců, speciálně na roli imunitního systému.
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2. Literární přehled
Vzhledem k širokému zaměření předložené disertační práce je kapitola literární 
přehled z větší  části  pojata jako úvod k jednotlivým dílčím problematikám, které  jsou 
podrobněji zpracovány a řešeny v rámci přiložených článků. 
2.1. Latentní toxoplasmóza
Toxoplasmóza  je  endemická  zoonóza  vyvolaná  parazitickým  prvokem 
Toxoplasma  gondii,  který  je  pravděpodobně  nejrozšířenějším  lidským  parazitem 
v rozvinutých  zemích.  Prvok  Toxoplasma  gondii je  systematicky  řazen  do  čeledi 
Sarcocystidae, řádu Eimeriida, třídy Coccidea, kmene Apicomplexa (Corliss 1994; Lee a 
spol.  2000).  Životní  cyklus  tohoto  parazita  je  charakterizován  střídáním  hostitele 
definitivního, kterým je kočka domácí nebo jiná kočkovitá šelma, a mezihostitele, kterým 
může být kterýkoli druh teplokrevného obratlovce včetně člověka.  T. gondii se přenáší 
z mezihostitele  do  definitivního  hostitele  prostřednictvím  predace.  U  hlodavců  byly 
pozorovány změny v chování infikovaných jedinců (Hutchison a spol. 1980; Hay a spol. 
1983). Tyto změny jsou obvykle považovány za projevy manipulační aktivity parazita 
směřující ke zvýšení pravděpodobnosti přenosu do definitivního hostitele.
Z klinického hlediska  se  toxoplasmóza dělí  na formu získanou postnatálně  a 
formu získanou prenatálně (kongenitální  toxoplasmózu).  Při postnatálně získané formě 
nejprve dojde k fázi akutní, která je v mnoha případech téměř asymptomatická, u části 
pacientů  jsou  však  pozorovány  více  nebo  méně  vážné  klinické  příznaky  jako  např. 
lymfadenopatie, bolesti kloubů, únavnost a subfebrilie (Beattie 1982; Jones a spol. 2001). 
Pozdější fáze získané infekce se nazývá latentní toxoplasmóza. Pro ni je charakteristická 
již  vytvořená  specifická  imunitní  odpověď,  která  po  zbytek  života  člověka  udržuje 
prvoka ve stadiu bradyzoitů v intracelulárních tkáňových cystách. V některých případech 
však příznaky akutního onemocnění přetrvávají po mnoho let. V tomto případě se mluví 
o chronické toxoplasmóze.
Latentní fáze toxoplasmózy je u imunokompetentních osob tradičně pojímána 
jako  klinicky  nevýznamná.  U  imunosuprimovaných  osob,  například  HIV  pozitivních 
pacientů,  může  dojít  k reaktivaci  toxoplasmózy  a  následně  rozvoji  toxoplasmické 
encefalitidy, meningoencefalitidy nebo pneumonie (Powell a spol. 1978).
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Přestože je prvok T. gondii jedním z nejrozšířenějších lidských parazitů mírného 
pásu,  je  problematika  týkající  se  latentní  toxoplasmózy  stále  málo  prostudovanou 
kapitolou  s ohledem  na  to,  kolik  toho  je  známo  o  akutní  fázi  toxoplasmózy  a 
kongenitálním  přenosu.  Pravděpodobně  nejnovější  poznatky  z oblasti  vlivu  latentní 
toxoplasmózy na fenotyp mezihostitele shrnul Flegr (2010). Některé Flegrem citované 
studie budou níže zasazeny do kontextu, nicméně zaměření mé disertační práce je natolik 
široké, že i mnoho zajímavých novodobých publikací týkajících se latentní toxoplasmózy 
zůstane nezmíněno.
2.1.1. Psychomotorická výkonnost při latentní toxoplasmóze
Vliv latentní  toxoplasmózy na psychomotorickou výkonnost  člověka  testoval 
Havlíček  a  spol.  (2001).  Nakažené  osoby dosahovaly oproti  negativním signifikantně 
delších reakčních časů. Byla navíc prokázána pozitivní korelace mezi délkou infekce a 
průměrnou reakční dobou. Nižší reakční rychlost u toxoplasma-pozitivních potvrdila na 
souboru  dárců  krve  i  Novotná  a  spol.  (2008).  V souboru  vojáků  základní  služby 
dosahovali nakažení muži signifikantně nižších skóre v Otisově testu inteligence (Flegr a 
spol. 2003). Trend ke snižování infekce v průběhu infekce toxoplasmózou byl pozorován 
také  u  bývalých  pacientů  pražských  nemocnic,  u  kterých  byla  v minulosti 
diagnostikována akutní toxoplasmóza (Flegr a spol. 1996). 
Flegr a spol. (2002) dále prokázali, že mezi účastníky dopravních nehod je vyšší 
prevalence  toxoplasmózy  než  v běžné  populaci  v České  republice.  Studie  ukázala,  že 
toxoplasma-pozitivní osoby mají 2,65krát větší pravděpodobnost stát se obětí dopravní 
nehody  než  osoby  zdravé.  Výsledky  následně  potvrdili  Yereli  a  spol.  (2006),  kteří 
provedli  podobnou studii  v Turecku.  Prokázali  větší  prevalenci  toxoplasmózy u osob, 
které  se  účastnily  dopravní  nehody  jako  řidiči,  než  u  osob  z  kontrolní  skupiny. 
K podobným  závěrům  došli  v současné  době  i  Kocazeybek  a  spol.  (2009),  kteří  na 
základě své retrospektivní studie provedené v Istanbulu a jeho blízkém okolí navrhují, že 
latentní toxoplasmóza u řidičů, zejména ve věku 31-44 let, může zvyšovat riziko přímé 
účasti na dopravní nehodě. 
Dalším faktorem ovlivňující  toxoplasmózu a  následně tak reakční  rychlost  a 
pravděpodobnost, že se osoba stane se obětí dopravní nehody, je Rh-faktor (Flegr a spol. 
2009). Výsledky studie ukázaly, že Rh-negativní osoby s vysokými titry protilátek měly 
6krát  vyšší  pravděpodobnost  být  účastníkem  dopravní  nehody  než  Rh-pozitivní 
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toxoplasma-pozitivní nebo toxoplasma-negativní osoby nebo než Rh negativní osoby bez 
protilátek proti toxoplasmě.
2.1.2. Změny chování při latentní toxoplasmóze
Od roku 1992 se několik dalších studií zabývalo vlivem latentní toxoplasmózy 
na  psychologický  profil  člověka.  Je  známo,  že  osobnostní  profil  lidí  s latentní 
toxoplasmózou je odlišný od osobnostního profilu  neinfikovaných osob (Flegr  2007). 
V několika prvních studiích (Flegr a Hrdý 1994; Flegr a spol. 1996, Flegr a spol. 1998, 
Flegr a Havlíček 1999, Flegr a spol.  2000) použili  autoři  Cattellův šestnáctifaktorový 
dotazník a opakovaně zjistili, že osobnostní profil nakažených a kontrolních osob se liší 
jinak u mužů a jinak u žen.  Nakažení muži jsou pravděpodobně méně svědomití, více 
podezřívaví  a  žárliví  oproti  neinfikovaným.  Naopak nakažené  ženy vykazovaly  vyšší 
vřelost, společenskost, a vyšší ochotu respektovat společenské normy. Jak nakažení muži 
tak i nakažené ženy vykazovali vyšší hodnoty faktoru pocit viny. 
Efekt interakce toxoplasmózy a pohlaví testované osoby na chování později ještě 
studovali Lindová a spol. (2006). Připravili dvojitě zaslepený pokus, který byl proveden 
na studentech PřF UK. Ze všech pozorování na studentech a z odpovědí na připravené 
dotazníky  vytvořili  analogie  faktorů,  které  sleduje  Cattellův  dotazník.  Jejich  studie 
potvrdila  výsledky  získané  pomocí  psychologických  dotazníků.  Nakažené  ženy  ve 
srovnání s nenakaženými byly otevřenější, společenštější, vřelejší, zatímco  toxoplasma-
pozitivní muži byli uzavřenější a méně společenští. Dále toxoplasma-pozitivní ženy byly 
mnohem  upravenější  a  měly  novější  oblečení,  naopak  infikovaní  muži  přicházeli  na 
pokusy  méně  upravení,  než  byli  toxoplasma-negativní  muži.  Vliv  toxoplasmózy  na 
podezřívavost mužů a žen byl  dále ještě ovlivněn velikostí  bydliště,  odkud pocházeli. 
Toxoplasma-pozitivní  muži  byli  podezřívavější  než toxoplasma-negativní  muži,  pokud 
pocházeli  z vesnice,  a  naopak  toxoplasma-pozitivní  muži  byli  méně  podezřívaví  než 
toxoplasma-negativní  muži,  pokud pocházeli  z města.  Toxoplasma-pozitivní  ženy byly 
méně  podezřívavé  než toxoplasma-negativní  ženy,  pokud  pocházely  z vesnice,  a 
toxoplasma-pozitivní ženy byly více podezřívavé než toxoplasma-negativní ženy, pokud 
pocházely z města.
Flegr a spol. (2003) a Novotná a spol. (2005) použili pro výzkum vlivu latentní 
toxoplasmózy na psychologický profil člověka Cloningerův osobnostní dotazník (TCI – 
Temperament  and Character  Inventory).  Tři  z pěti  studií  na  mužích  i  ženách ukázaly 
pokles faktoru Vyhledávání nových podnětů (Novelty seeking) u infikovaných jedinců. 
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Vliv latentní  toxoplasmózy na nižší  temperamentovou dimenzi  Novelty seeking jak u 
mužů, tak u žen potvrdili na souboru dárců krve Skallová a spol. (2005). S ohledem na 
předešlé  výzkumy  Flegr  a  spol.  (2010)  dále  ukázali  na  souboru  302  dárců,  že  vliv 
toxoplasmózy  na  psychologický  profil  u  člověka  se  liší  u  Rh-pozitivních  a  Rh-
negativních osob. 
Do souvislosti  se  změnami  chování  je  dáván  i  objev  2  genů  pro  tyrosin 
hydrolázu v geonomu T. gondii (Gaskell a spol. 2009). Tyto enzymy hrají důležitou roli 
při syntéze dopaminu v tkáni mozku a jejich exprese v tkáňových cystách  T. gondii by 
mohla být jednou z příčin odlišných psychologických vlastností u toxoplasma-pozitivních 
a toxoplasma-negativních osob.
2.1.3. Hormony a toxoplasmóza
Steroidy jsou jedny z nejdůležitějších pohlavních hormonů, které obecně snižují 
imunitu (Roberts a spol. 2001, Schuster and Schaub 2001). Henry a Beverley (1976) byli 
první,  kdo ukázali  u myší  rozdíly v imunitní  odpovědi  samců a samic.  Ve své studii 
popsali, že u samic po infekci  T. gondii  se vyvíjí více mozkových zánětů než u samců. 
Přímá role pohlavních hormonů byla popsána v pokusu na myších, kdy bylo zjištěno, že 
při  odejmutí  varlat  u  samců  a  vaječníků  u  samic  roste  rezistence,  zatímco  estrogeny 
nemoc u myší prohlubují (Kittas a Henry 1978; Kittas a Henry 1980). Podobně tomu bylo 
i v pokuse na morčatech (Kittas a Henry 1979). 
Stále  zůstává  otázkou,  co  vlastně  stojí  za  změnou  osobnostního  profilu  a 
chování  u  nakaženého člověka.  Jendou z dalších možných příčin  by mohla  být  právě 
rozdílná hladina testosteronu u toxoplasma-pozitivních a toxoplasma-negativních jedinců. 
Tuto hypotézu nepřímo i přímo potvrzuje hned několik prací. 
Flegr a spol. (2005a) zjistili, že infikovaní muži jsou přibližně o 3 cm vyšší než 
neinfikovaní muži, u žen tento rozdíl pozorován nebyl. Dále autoři zjistili, že ženy i muži 
s latentní toxoplasmózou mají na levé ruce nižší poměr druhého a čtvrtého prstu (2D:4D) 
než muži a ženy neinfikovaní. Rozdíl v poměru prstů byl však signifikantní jen u mužů. 
Je  známo,  že  právě  tento  parametr  negativně  koreluje  s  hladinou  prenatálního 
testosteronu (Manning a spol. 1998), tedy s koncentrací  testosteronu, které byl jedinec 
vystaven v době svého nitroděložního vývoje. Manning a spol. (2000) však během svých 
dalších studií opakovaně nacházeli  silnější závislost  fyziologických a psychologických 
zvláštností  a  poměru  2D:4D na  pravé  ruce  než  na  ruce  levé.  V současné  době  bylo 
zjištěno (Flegr a spol. 2008a), že s poměrem prstů 2D:4D korelují další faktory, jako jsou 
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věk, koncentrace postnatálního testosteronu a infekce  T. gondii. Poměr prstů 2D:4D na 
levé ruce byl více citlivý na vliv rušivých faktorů, což naznačuje, že poměr prstů 2D:4D 
na pravé ruce by měl být přednostně používán k určování hladin prenatálního, zatímco 
2D:4D na levé ruce postnatálního testosteronu (Flegr a spol. 2008a).  
Další nepřímý důkaz vyšších hladin testosteronu u nakažených jedinců získali 
Hodková  a  spol.  (2007).  Nechali  ženy  hodnotit  fotografie  mužů.  Muži  s latentní 
toxoplasmózou byli považováni za dominantnější a maskulinnější. 
Vyšší  hladiny testosteronu u žen s latentní toxoplasmózou by mohly být také 
příčinou  vychýlení  sekundárního  pohlavního  indexu ve  prospěch  synů  u  toxoplasma-
pozitivních matek (Kaňková a spol. 2007a). V naší laboratoři jsme statisticky vyhodnotili 
soubor 1803 anonymizovaných dat ze tří nezávislých gynekologických ordinací se sídlem 
v  Praze  a  prokázali  jsme,  že  ženy  s  latentní  toxoplasmózou  rodí  výrazně  více  dětí 
mužského  pohlaví  než  ženy  toxoplasma-negativní.  Sekundární  pohlavní  index  dále 
pozitivně koreloval s rostoucími hodnotami titrů protilátek, tj. čím vyšší titr protilátek, 
tím větší pravděpodobnost narození dítěte  mužského pohlaví.  U 111 žen s titrem nad 
1:128 činil sekundární pohlavní index v průměru 0.72. Výsledky jsme následně potvrdili 
experimentální  studií  na modelu  laboratorní  myši  (Kaňková a spol.  2007b).  Prokázali 
jsme,  že  nákaza  prvokem  T.  gondii je  příčinou  pozorovaného  posunu  v pohlavním 
indexu.  Právě hormonální  hypotéza  by mohla  poskytovat  jedno z možných vysvětlení 
pozorovaného fenoménu. Neočekávaným vedlejším výsledkem experimentálních studií 
na laboratorní myši bylo zjištění, že u myší s velmi starou nákazou se naopak zvyšuje 
pravděpodobnost narození dcer. 
James (2010) dále předkládá a diskutuje svou hypotézu, že mnoho parazitů a 
patogenů mění koncentraci steroidních hormonů, speciálně testosteronu a estrogenu, čímž 
by  mohli  ovlivňovat  pohlavní  index  hostitele.  Jako  možné  vysvětlení  pozorování,  že 
toxoplasma-pozitivní  ženy  mají  nižší  hladinu  testosteronu  (takže  by  se  u  nich  měl 
očekávat spíše nižší, nikoli vyšší pohlavní index), James navrhuje, že T. gondii preferuje 
hostitele s vyššími hladinami estrogenu (tito hostitelé se tedy snáze nakazí) a že hodnoty 
steroidních hormonů se u nich následkem infekce snižují. Jamesova hypotéza by mohla 
být slučitelná s výsledky naší studie vlivu latentní toxoplasmózy na sekundární pohlavní 
index  u  lidí  (Kaňková  a  spol.  2007a),  nicméně  výsledky  experimentální  studie  na 
laboratorních  myších  (Kaňková a  spol.  2007b)  výše citovanou  hypotézu  nepodpořily. 
Jelikož jsme infikovali náhodně vybrané laboratorní myši, lze předpokládat, že hladiny 
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estrogenů byly jak ve skupině nakažených myší, tak i ve skupině kontrolní na počátku 
pokusu stejné.
Přímý  důkaz  rozdílné  hladiny  testosteronu  u  toxoplasma-pozitivních  a 
toxoplasma-negativních  jedinců podali  Flegr a spol.  (2008b).  Ve své studii  případů a 
kontrol ukázali, že toxoplasma-pozitivní muži měli vyšší (blížilo se hladině signifikance) 
a toxoplasma-pozitivní ženy nižší koncentraci testosteronu ve slinách.
2.1.4. Těhotenství a toxoplasmóza
Asi nejzávažnějším poškozením, které u lidí  T. gondii způsobuje, je poškození 
samotného plodu v těle gravidní matky. Dostane-li se tento prvok do mezihostitele (např. 
člověka), může za jistých okolností dojít ke kongenitálnímu přenosu (přenos z matky na 
plod).  Podle  epidemiologické  studie,  která  byla  provedena  na  souboru  13  328  žen 
z východní Anglie, roste prevalence latentní toxoplasmózy s věkem od 6,8 % u žen do 20 
let po 17,8 % u žen nad 40 let (Allain a spol. 1998). V případě těhotných žen s latentní 
formou toxoplasmózy nebyly zjištěny žádné patologické změny u narozených dětí  ani 
nebyl  prokázán žádný vliv latentní  toxoplasmózy na zdraví matky v době těhotenství. 
V minulosti se uvažovalo o možném vlivu latentní toxoplasmózy na samovolné potraty u 
žen (Kimball  a spol.  1971),  ale  v novějších studiích tento efekt  většina autorů popírá 
(Qublan a spol. 2002; Giorgino a Mega 1981). 
Flegr a spol. (2005b) zjistili, že ženy s latentní toxoplasmózou mají v 16. týdnu 
těhotenství  stanoveném podle data poslední menstruace zdánlivě kratší  dobu gravidity 
stanovenou na základě sonografického vyšetření při první návštěvě gynekologa. Autoři 
studie  navrhují,  že  by  tento  jev  mohl  být  důsledkem  pomalejšího  růstu  plodu  u 
toxoplasma-pozitivních žen. 
O dva roky později jsme výsledky této studie potvrdili (Kaňková a Flegr 2007). 
Na  nezávislém  souboru  dat  jsme  prokázali,  že  přibližně  v 16.  týdnu  těhotenství 
odhadnutém na základě data poslední menstruace měly matky s latentní toxoplasmózou 
podle  ultrazvukového  vyšetření  mladší  plod  než  matky  toxoplasma-negativní.  Ženy 
s latentní toxoplasmózou měly dále v průměru o 1,3 dnů delší těhotenství, a to jak podle 
poslední menstruace, tak podle ultrazvukového vyšetření. Pravděpodobně u žen s latentní 
toxoplasmózou dochází  v prvních týdnech těhotenství  k pomalejšímu růstu plodu, což 
vysvětlujeme minimálně třemi principiálně odlišnými mechanismy. Toxoplasmóza může 
přímo zpomalovat vývoj plodu, může oddalovat okamžik implantace blastocysty,  nebo 
může zeslabovat  kontrolu  kvality  zárodků a  tím umožňovat  vývoj  zárodků s mírnými 
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vývojovými  poruchami.  Příčinou  pomalejšího  vývoje  plodu  by  mohl  být  také  horší 
zdravotní stav u toxoplasma-pozitivních žen, který by mohl nepatrně zpomalovat vývoj 
plodu  v těle  matky.  Další  možnou  proximální  příčinu  navrhl  James  (2010),  který 
upozorňil na fakt, že hlavní roli při změnách v délce těhotenství u nakažených žen hraje 
estrogen.  Jeho  hypotézu  podporují  Ni  a  spol.  (2002),  kteří  ve  své  studii  ukazují,  že 
hodnoty mateřského estrogenu korelují s dobou těhotenství a pozdního těhotenství.
Vlivu latentní toxoplasmózy na průběh těhotenství jsme se následně věnovali 
odděleně u Rh-pozitivních a Rh-negativních matek (Kaňková a spol. 2010b), podrobněji 
se však této problematice budu věnovat v jedné z následujících kapitol. Rozsáhlá analýza 
těchto  dat  nicméně  ukázala,  že toxoplasma-pozitivní  matky  vážily  v  době  před 
otěhotněním o 2 kg více než  toxoplasma-negativní. Stejný fenomén pozorovali Flegr a 
spol.  (2005b), kteří  zároveň zjistili,  že váha ženy negativně koreluje s dobou infekce. 
Pomocí  permutačního  testu  pro kontaminovaná data  autoři  ukázali,  že  tyto  konfliktní 
výsledky jsou nejspíše způsobeny tím, že ženy nejdéle nakažené toxoplasmosou a tedy 
s nejnižší  váhou  mají  již  tak  nízké  hladiny  anti-toxoplasmických  protilátek,  že  jsou 
chybně diagnostikovány jako toxoplasma-negativní. 
Velmi zajímavou prací je studie Hostomské a spol. (1957) dokumentující účast 
toxoplasmické  infekce  matky  při  vzniku  dítěte  s Downovým  syndromem.  Vztah 
toxoplasmózy a Downova syndromu popisuje několik prací. Objevují se kasuistiky, kdy u 
dětí s Downovým syndromem byla popsána infekce toxoplasmózou (Thrier a Romagny 
1951;  Burkinshaw  a  spol.  1953)  nebo  matka  takto  postiženého  dítěte  byla  pozitivní 
(Hooft a Vercruysse 1954). Hostomská a spol. provedli rozsáhlou studii,  kde testovali 
děti s Downovým syndromem ve věku od 1 roku do 15 let a jejich rodiče kožním testem 
podle  Frenkela  (IDT)  na  toxoplasmózu.  Pozitivně  reagovalo  84  %  matek  dětí 
s Downovým syndromem (63 % silných reakcí, 21 % slabých reakcí). Ve srovnání s tím 
normální  populace  stejného  věku  byla  pozitivní  pouze  v 32  %.  U  samotných  dětí 
s Downovým syndromem se pozitivita  IDT vyskytovala  ve 42 %, normální  populace 
v tomto věkovém rozložení reagovala pozitivně v 13 %. Kromě jednoho případu neměly 
negativní matky pozitivní děti. Pozitivní děti měly vždy pozitivní matky. Negativní děti 
měly matky jak pozitivní tak negativní. Otcové mongoloidních dětí měli přibližně stejnou 
prevalenci  toxoplasmózy  jako  normální  populace.  Co  se  týče  duševního  poškození, 
pozitivní i negativní matky rodily především imbecily (50 %) a debily (40 %). Idioty 
měly pouze matky pozitivní, a to silně pozitivní (třikrát více než slabě pozitivní).  
- 13 -
Výše citované práce podporují hypotézu (Kaňková a Flegr 2007), podle které T. 
gondii zatím neznámým způsobem vypíná  nebo zeslabuje  mechanismus  samovolných 
potratů,  který  za  normálních  okolností  zajišťuje  likvidaci  zárodků  s vývojovými 
poruchami. 
2.1.5. Imunita a toxoplasmóza
Infekce  způsobená  T.  gondii  je  provázena  vývojem  humorální  i  buněčné 
imunitní odpovědi. Je známo, že právě buněčná imunitní odpověď hraje důležitější roli 
v hostitelské rezistenci vůči této infekci (Johnson 1990). 
Klasická  diagnostika  lidské  toxoplasmózy  je  založena  na  přítomnosti 
specifických protilátek třídy IgG a IgM. U lidí jsou obvykle během 2 týdnů po infekci 
přítomny IgM protilátky. IgG se objevují později, většinou však nejpozději do 2 měsíců 
po infekci. Kodym (1996) ve své práci uvádí, že IgG dosahují svého maxima kolem 50. 
dne po infekci. Hodnoty IgG klesají pozvolna až k relativně nízkým titrům, které jsou 
přítomny  po  celý  život.  Přítomnost  specifických  IgG  poskytuje  důkaz  o  předchozí 
získané  infekci.  Imunita  udržovaná  přítomností  parazita  v těle  chrání  hostitele  před 
reinfekcí. IgM jsou charakteristické pro akutní fázi toxoplasmózy (Kierszenbaum 1994). 
Buněčná  imunita  doprovázející  toxoplasmózu  byla  poprvé  zaznamenána 
v souvislosti  s jevem  hypersensitivity  pozdního  typu  (delayed  type  hypersensitivity, 
DTH,  buňkami  zprostředkovaná  hypersenzitivita  typu  IV)  (Frenkel  1948).  Tento  typ 
lokální reakce  je  způsoben  zánětlivou  reakcí  závislou  na  TH1  buňkách  a 
monocytech/makrofázích.  TH1  buňky  musí  migrovat  společně  s makrofágy  do 
postiženého  místa  a  musí  se  vzájemně  stimulovat  (TH1  produkují  interferon-γ,  který 
aktivuje makrofágy, které zase produkují lymfokiny aktivující T buňky). Tato reakce je 
za fyziologických okolností namířena proti intracelulárním parazitům, které aktivované 
makrofágy dokáží spolu s jejich hostitelskými buňkami usmrtit  (Hořejší  a Bartůňková 
2002). Na principu detekce DTH funguje dříve běžně užívaný toxoplasminový test, který 
zavedl v roce 1948 Frenkel (Jíra a Rosický1983). Byla potvrzena dobrá závislost mezi 
DTH a specifickými kolujícími protilátkami u lidí. Schopnost reagovat na kožní vpich 
toxoplasminu (toxoplasmonového antigenu)  vznikem DTH přetrvává roky od infekce. 
Z tohoto důvodu pozitivní kožní test dokazuje přítomnost latentní infekce nebo alespoň 
dříve prodělanou infekci.
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Klíčová  role  T  lymfocytů  v protektivní  imunitě  proti  infekci  způsobené  T. 
gondii byla  poprvé  popsána  Frenkelem  (1967).  Ten  ukázal,  že  křečci,  kteří  přijali 
slezinné  buňky  a  lymfoidní  buňky  od  toxoplasma-pozitivních  dárců,  byli  následně 
chráněni  před  jinak  smrtelnou  infekcí.  Byla  zaznamenána  nižší  úroveň  aktivace 
lymfocytů  u  pacientů  s akutní  toxoplasmózou  v porovnání  s  odpovědí  buněk  od 
chronicky  nakažených  pacientů  (Tremonti  a  Walton  1970).  Podobné  výsledky 
zaznamenali  Krahenbuhl a spol. (1972). Objevili,  že lymfocyty z pacientů,  kteří se již 
setkali  s infekcí  (dříve než před rokem),  proliferovaly v přítomnosti  antigenů parazita, 
zatímco lymfocyty ze sérologicky negativních pacientů nikoli. V roce 1988 při pokusech 
na myších bylo zjištěno, že CD4+ T lymfocyty se podílejí na vývoji rezistence a tedy na 
průběhu akutní toxoplasmózy a CD8+ T lymfocyty zřejmě ovlivňují udržování ochranné 
imunity a inhibují tvorbu cyst (Suzuki a Remington 1988).
Hlavním mediátorem rezistence během akutní i chronické toxoplasmózy u myší 
je  zřejmě  interferon-γ  (IFN–γ).  Produkce  IFN–γ  může  být  mechanismem,  kterým  T 
buňky zajišťují rezistenci proti toxoplasmóze (Suzuki a Remington 1988). Lidský IFN–γ 
inhibuje  růst  T.  gondii v lidských  fibroblastech.  Indukuje  hostitelský  indolamin  2,3-
dioxygenázu, která snižuje hladinu tryptofanu. Nízká hladina tryptofanu může následně 
inhibovat růst některých intracelulárních parazitů (Pfefferkorn 1984). Velmi důležitá je 
také spolupráce IFN–γ s CD4+ a CD8+ T lymfocyty. CD8+  buňky ve spolupráci s IFN–γ 
pravděpodobně zahajují mechanismus zabíjení parazitů. Zdá se však, že samotná funkce 
IFN– γ je ještě závislá  na pomocných faktorech produkovaných CD4+ buňkami.  Tato 
představa  je  v souladu  se  současným  pozorováním,  že  anti-IFN-γ  ruší  rezistenci 
dopravenou do naivního příjemce s přenesenými CD8+ buňkami z dárce imunizovaného 
ts-4 kmenem (Suzuki a Remington 1990).
Bylo prokázáno, že hladiny IFN–γ jsou také rozhodující při kontrole reaktivace 
toxoplasmózy  (Aviles  a  spol.  2004).  Jsou-li  buňky  sleziny  po  chronické  fázi 
toxoplasmózy vystaveny například stresu v podobě chladu, dojde k vzestupu IFN–γ, což 
může vést k reaktivaci latentní toxoplasmózy.    
Interferon–γ  je  hlavním cytokinem regulujícím růst  T.  gondii u  lidí.  Dalším 
cytokinem, který působí stejným směrem jako interferon–γ je TNF-alfa (tumor necrosis 
factor)  (Sher  a  spol.  1993).  Je  však třeba  připomenout,  že  TNF-alfa  indukuje tvorbu 
interferonu–γ  (a  naopak).  Dalším  cytokinem  produkovaným  CD8+ buňkami  je 
interleukin-2 (IL-2). Studie demonstrují, že rIL-2 snižuje mortalitu a redukuje množství 
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mozkových  cyst  u myší  infikovaných  letálním  kmenem  T.  gondii.  Ochranný  efekt 
koreloval s vzrůstem aktivity NK- buněk (natural killers) (Sharma a spol. 1985).
Lidská  akutní  toxoplasmóza  je  doprovázena  významnou  imunosupresí 
(Anderson a spol. 1979; Blader a Saeij 2009; Costa da Silva a Langoni 2009). Je známo, 
že v první fázi infekce hrají hlavní roli makrofágy a NK buňky a že podobnou roli v 
prezentaci antigenu jako makrofágy mají také neutrofily a dendritické buňky (Alexander 
a Hunter 1998; Hunter a spol. 1995; Sher a Sousa 1998). Makrofágy produkují IL-12, 
který  společně  s IL-1β,  IL-18 a  TNF-α stimulují  NK buňky k produkci  IFN-γ.  IFN-γ 
indukuje stejně jako TNF-α expresi iNOS, který rozhoduje o produkci NO, který zabíjí 
intracelulární T. gondii. 
V předchozích  podkapitolách  bylo  již  zmíněno,  že  samice  jsou  k infekci  T.  
gondii mnohem citlivější než samci. Tyto rozdíly vnímavosti k infekci korelují s funkční 
rozdílností v imunitní odpovědi u samců a samic. Samci produkují IL-12 a IFN-γ dříve a 
ve  větším  množství  než  samice  (Walker  a  spol.  1997).  Během  časné  fáze  infekce 
produkují také samci  více TNF-α než samice.  Produkce TNF-α je u samic zpožděna, 
současně tak je zpožděná i produkce IL-10 (Roberts a spol. 1995). Obě citované práce 
ukazují, že nejen pohlaví ovlivňuje průběh infekce, ale že průběh infekce je ovlivňován 
pohlavně závislými rozdíly jak ve vrozené tak v adaptivní imunitní odpovědi.
Mnohem  méně  je  dnes  však  známo  o  imunitě  v období  latentní  fáze 
toxoplasmózy.  Víme,  že  u  myší  infikovaných  avirulentním  kmenem  toxoplasmy,  se 
zvyšovala po akutní fázi hladina IL-10 (Brandao a spol. 2009). Ulku a spol. (2008) dále 
zjistili, že lidé s latentní toxoplasmózou mají signifikantně vyšší hladiny NO v porovnání 
se séronegativními kontrolami. Dzitko a spol. (2008) ve své studii zaznamenali zvýšenou 
prevalenci  latentní  toxoplasmózy  u  žen  s odchylnými  hodnotami  silného 
imunomodulátoru, prolaktinu.
V naší  laboratoři  jsme  se  několik  posledních  let  věnovali  také  studiu  vlivu 
latentní  toxoplasmózy  na  imunitní  odpověď u  laboratorní  myši.  V rozsáhlém pokusu 
(Kaňková  a  spol.  2010a)  jsme  zjišťovali  hladiny  vytypovaných  interleukinů 
v makrofázích  a  v séru.  Monitorováním  proliferační  aktivity  in  vitro  kultivovaných 
slezinných  buněk  z infikovaných  myší  po  stimulaci  polyklonálním  mitogenem 
concanavalinem  A  a  ozářenými  alogenními  buňkami  jsme  sledovali  reaktivitu 
efektorových imunocytů. Výsledky jednotlivých testů ukázaly, že latentní toxoplasmóza 
silně  ovlivňuje  imunitní  systém  nakažených  jedinců.  Navíc  imunitní  odpověď 
nakažených myší byla odlišná v době 2 měsíce od infekce v porovnání s dobou 4 měsíce 
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od  infekce,  což  by  mohlo  vysvětlovat  pozorované  změny  v sekundárním  pohlavním 
indexu, které se liší s rostoucími titry protilátek (Kaňková a spol. 2007a) a s dobou od 
infekce (Kaňková a spol. 2007b). 
2.2. Faktory ovlivňující sekundární pohlavní index
Tato  kapitola  bude  pojednávat  pouze  o  změnách  v  sekundárním pohlavním 
indexu, tj. v poměru narozených potomků samčího pohlaví a potomků samičího pohlaví. 
Velice důležité je nezaměňovat výše definovaný pojem s primárním pohlavním indexem, 
který je dán poměrem samčích a samičích zygot po oplození. Někdy se můžeme setkat 
s tím, že je pohlavní index vyjádřen jako poměr počtu samců ku počtu všech mláďat ve 
vrhu, neboť počet mláďat v jednom vrhu bývá mnohem větší než je tomu například u lidí. 
Evolučně stabilní strategií udržovanou individuálním přírodním výběrem je za 
běžných podmínek produkce stejného počtu samců a samic (1:1). U některých druhů se 
však  může  pohlavní  index  vychylovat  ve  prospěch  samců  nebo  naopak  ve  prospěch 
samic. Celosvětově je průměrný  sekundární pohlavní index u lidí 1,06 (Visaria 1967), na 
106 narozených dětí mužského pohlaví připadá 100 narozených dětí ženského pohlaví. 
Tento  pohlavní  index  se  již  dlouhodobě  udržuje  stálý,  výsledky jedné  z nejnovějších 
rozsáhlých  studií  provedené  v letech  2003-2006  v  Izraeli  ukazují  poměr  pohlaví  při 
narození 1,05 (Ein-Mor a spol. 2010).   
Existuje mnoho prací a hypotéz zabývajících se otázkou, jak mohou jednotliví 
živočichové manipulovat s poměrem pohlaví svého potomstva. Souhrnně lze říci, že se 
příčiny, které ovlivňují pohlavní index, rozdělují na ultimátní a proximátní. Je však nutné 
poznamenat, že se tyto dva druhy příčin navzájem nevylučují.
Pokud jsou odchylky od poměru pohlaví vysvětlovány evolučními mechanismy, 
řadíme  je  mezi  ultimátní  příčiny.  Bylo  popsáno  již  několik  evolučních  hypotéz, 
nejznámější a nejcitovanější jsou však dvě základní. Jednou z nich je Fisherova hypotéza 
(Fisher  1930),  v níž  autor  navrhuje,  že  rodiče  směřují  k evolučně  stabilnímu  poměru 
pohlaví. Produkce potomků obou pohlaví je obvykle stejně nákladná (čas, energie atd.), 
proto není  ve většině případů důvod jedno z nich upřednostňovat.  To vede k tomu, že 
sekundární poměr pohlaví potomků je 1:1. Odchýlí-li se poměr pohlaví od poměru 1:1 ve 
prospěch  jednoho  pohlaví,  budou  selektivně  favorizování  ti  jedinci,  kteří  budou 
produkovat  vzácnější pohlaví. Jestliže je produkce potomků jednoho pohlaví nákladnější, 
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odchýlí se poměr pohlaví od 1:1, a to takovým způsobem, že rodiče budou vkládat do 
všech potomků jednoho pohlaví stejně energie jako do všech potomků druhého pohlaví.
Jiný  pohled  na  výchylky  v poměru  pohlaví  přinesla  Trivers-Willardova 
hypotéza (Trivers a Willard 1973), která poukazuje na to, že samice v dobré kondici plodí 
více samců a naopak samice ve špatné kondici plodí více samic. Samice v dobré kondici 
může více investovat do svých mláďat. Pro tuto samici je tedy výhodnější plodit  více 
samců a zvyšovat  tak šance na jejich budoucí rozmnožení.  V dospělosti  má jen málo 
samců šanci na rozmnožení. U mnohých druhů se to podaří jen těm nejlepším (tj. těm, 
kteří se narodili matkám v dobré kondici). Pokud je ovšem samice ve špatné kondici, je 
pro ni výhodnější plodit samice, které se často v dospělosti rozmnožují, bez ohledu na 
jejich kvalitu.  Reprodukčně úspěšnější budou ti  rodiče, kteří  přizpůsobí index pohlaví 
svých potomků vlastní kondici.
V současné  době  je  známa také  tzv.  zobecněná  Trivers-Willardova  hypotéza 
(gTWH) (Kanazawa 2005). Podle ní platí,   že rodiče, kteří mají jakékoli dědičné rysy 
zvyšující  reprodukční  úspěch u synů v daném prostředí,  budou mít  sekundární  poměr 
pohlaví  vyšší  než  očekávaný  (více  synů)  a  rodiče,  kteří  mají  jakékoli  dědičné  rysy 
zvyšující  reprodukční  úspěch u dcer  v daném prostředí,  budou mít  sekundární  poměr 
pohlaví nižší než očekávaný (více dcer). Jako příklad lze uvést, že velcí a vysocí rodiče 
mají více synů, přičemž právě větší tělesná výška je výhodná (při výběru partnera) pouze 
u mužů (Kanazawa 2005, Kanazawa 2007a).
Fenomém změny poměru pohlaví lze vysvětlovat nejen ultimátními příčinami, 
ale také příčinami proximátními. O proximátních příčinách mluvíme tehdy, pokud jsou 
změny pohlavního poměru vysvětlovány fyziologickými mechanismy a nikoli evolučními 
strategiemi.  Ke  změnám  poměru  pohlaví  může  docházet  před  oplozením  nebo  po 
oplození. 
2.2.1. Vliv hormonů na sekundární pohlavní index
Pohlavní index může být ovlivněn hladinou hormonů v krvi obou rodičů. Jde 
převážně o hladiny gonadotropního hormonu a o hladiny testosteronu, které mohou být 
příčinou  změny  pohlavního  indexu.  Muži  s vysokými  hladinami  gonadotropinu  a 
testosteronu  výrazně  zvyšují  pohlavní  index  svých  narozených  dětí  (Sas  &  Szollosi 
1980). 
Běžně jsou známy minimálně tři  hypotézy spojené s pohlavním indexem a s 
odlišující  se  úspěšností  X  a  Y  spermií  při  oplození.  Týkají  se  vysokých  hladin 
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gonadotropinu a luteinizačního hormonu (LH) v období ovulace, tedy přibližně uprostřed 
menstruačního cyklu. Všechny tyto hypotézy předpovídají, že je pohlavní index ovlivněn 
frekvencí pohlavního styku a fází menstruačního cyklu při pohlavním styku.   
   Přímá data  potvrzují  hypotézu,  že samčí  zygoty mají  tendenci  vznikat  na 
počátku a na konci ovulace u ženy a samičí zygoty uprostřed tohoto cyklu. James (1980, 
1986,  1987)  se  domnívá,  že  vysoké  hladiny  mateřského  LH  v čase  oplození  jsou 
asociovány s vyšší pravděpodobností vzniku zygoty ženského pohlaví. Dále navrhuje, že 
vysoké  hladiny  mateřského  estrogenu  a  testosteronu  pohlavní  index  naopak  zvyšují. 
Tento efekt je však slabší než efekt LH.  Podle této hypotézy, je pohlavní index ovlivněn 
hlavně dobou ovulace, během níž hladina LH vrcholí, a tudíž by v tomto období měly 
vítězit X spermie. Těsně před ovulací a záhy po ovulaci jsou hladiny LH mnohem nižší, 
v této době by tudíž pohlavní index měl růst. Funkce tohoto jevu má typický U-tvar a 
odpovídá tedy svým tvarem grafu charakterizujícímu změny pohlavního indexu během 
cyklu  (James  1994).  Zvýšená  frekvence  pohlavního  styku  by  tedy  měla  mít  za 
následek dřívější  oplození  v rámci  cyklu  a  pohlavní  index  by  se  měl  v závislosti  na 
frekvenci pohlavního styku zvyšovat (James 1971, 1997). 
 Druhá hypotéza je založena na větší pohyblivosti Y spermií oproti X  spermiím 
v oblasti cervikálního hlenu a na rostoucí prostupnosti cervikálního hlenu pro spermie 1 
až  2  dny před  ovulací  s následným poklesem prostupnosti  ihned po ovulaci  (Roberts 
1978,  Matrin  1995,  Katz  1991).  Pro  cervikální  hlen  je  charakteristické,  že  jeho 
prostupnost podléhá hormonální kontrole. Z této hypotézy vyplývá, že pohlavní styk, ke 
kterému by došlo dříve v rámci cyklu, by vedl ke zvýšení pohlavního indexu. Opět tedy 
platí, že by větší frekvence pohlavního styku měla zvyšovat pravděpodobnost narození 
jedince mužského pohlaví.     
Ve třetí hypotéze je rozvinutá asynchronní hypotéza (tj. samčí blastocysty se 
vyvíjí rychleji než samičí a podle toho, který typ v daný okamžik zvýhodňuje děložní 
synchronizace, bude upřednostňováno jedno či druhé pohlaví) v  kombinaci s efektem již 
zmiňované funkce U-tvaru (Krackow 1995). Výsledkem spolupůsobení obou jevů je, že 
jsou pohlaví a přežití embrya závislé na připravenosti dělohy k implantaci a zároveň na 
čase oplození. 
Kemper (1990) dále zaznamenal, že stres vede k sekreci adenokortikotropního 
hormonu (ACTH). To u mužů vede ke snižování hladiny gonadotropinu, který následně 
způsobuje  snižování  hladiny  testosteronu,  zatímco  u  žen  vede  ACTH  k aktivaci 
adrenalinu  a  zvyšování  hladiny  testosteronu.  Proto  lze  předpokládat,  že  rozdíly  mezi 
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endokrinními  odpověďmi na stres  u mužů a  u žen zdůrazňují  rozdíl  mezi  pohlavním 
indexem potomstva stresovaného muže a stresované ženy. Podobně by tomu mohlo být u 
samic s latentní toxoplasmózou, u kterých jsme zaznamenali vyšší sekundární pohlavní 
index (Kaňková a spol. 2007a; Kaňková a spol. 2007b). Samice mohou být v důsledku 
nemoci stresované, a následně mít zvýšené hladiny testosteronu, které vedou ke zvýšení 
sekundárního poměru pohlaví.
Studie týkající se hormonů a pohlavního indexu byly provedeny nejen na lidech. 
Kinsley a Svare (1988) zjistili, že prenatálně stresované myši produkují vrhy s vyšším 
poměrem pohlaví než je jinak obvyklé. Navrhují, že jde o hormonální vliv (nižší hladiny 
gonadotropinu a nebo vyšší hladiny testosteronu). Samice, které jsou takto stresované, 
mají často nepravidelný estrální cyklus, omezenou fertilitu a fekunditu. 
 Krackow a Burgoyne (1998) studovali na dvou kmenech outbredních myší vliv 
estrálního cyklu na poměr pohlaví. Pokud došlo ke spáření samice později v estrálním 
cyklu,  byl  pohlavní  index  vychýlen  ve  prospěch  samičího  pohlaví.  Dále  Krackow  a 
Hoeck (1989) pozorovali změny pohlavního indexu u samic prvorodiček a samic, které 
byly  oplozeny  brzy  po  prvním  porodu.  Výsledky  ukázaly,  že  prvorodičky  mají 
prokazatelně  nižší  pohlavní  index.  U  samic,  které  rodily  podruhé,  nebyla  prokázána 
odchylka  v poměru  pohlaví.  Obecně  měly  druhorodičky  ve  vrhu  více  samců  než 
prvorodičky a velikost vrhu byla menší u druhorodiček než u prvorodiček. 
Další možný faktor způsobující změnu poměru pohlaví, který by mohl souviset 
se změnou hladin hormonů v těle, je kouření. Děti kuřáků mají nižší pohlavní index a to i 
v případě, kdy v rodině kouří pouze otec. Pravděpodobně se zde jedná o negativní vliv 
kouření na Y spermie (Fukunda a spol. 2002). Odlišné výsledky však obdrželi Beratis a 
spol.  (2008),  kteří  studovali  vliv  kouření  a  počtu  předešlých  těhotenství  na  poměr 
pohlaví. Těhotné ženy prvorodičky, které kouřily, porodily častěji děti mužského pohlaví 
než ženského. Pravděpodobnost narození chlapce rostla s počtem vykouřených cigaret za 
den.  Ženy kuřačky,  které  byly  těhotné  podruhé,  měly také vyšší  sekundární  pohlavní 
index v porovnání s nekuřačkami, avšak ženy kuřačky těhotné potřetí a více měly naopak 
nižší sekundární pohlavní index. Možné vysvětlení pro zvýšený pohlavní index u kuřaček 
v interakci s paritou poskytuje hormonální hypotéza (James 1996, James 2002). James 
navrhuje, že kuřačky mají zpočátku vysoké koncentrace testosteronu a estrogenu, které 
následovně klesají  během kouření.  Sekundární  pohlavní  index mladých kuřaček  bude 
vyšší než u nekuřaček, což souvisí i s tím, že prvorodičky jsou v průměru mladší než 
ženy, které rodí již poněkolikáté.
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Vysoké  hladiny  testosteronu  jsou  také  spojovány  s dominancí,  s lidmi,  kteří 
mají  úspěch v zaměstnání,  a s dobrým ekonomickým postavením.  Ženy dominantnější 
plodí více synů (Grant 1998). Navíc ženy, které v osobnostním dotazníku zaměřeném na 
dominanci byly mezi prvními dvaceti procenty nejdominantnějších, měly 5krát více synů 
něž  ostatní  (Grant  1998).  Vyšší  sekundární  pohlavní  index  byl  dále  zaznamenán  u 
umělců,  kteří  napsali  autobiografii  (Grant a Yang 2003), což by mohlo být v souladu 
s hypotézou dominance. 
Vlivem  zaměstnání  na  pohlavní  index  se  zabývali  nadále  Kanazawa  a 
Vandermassen (2005). Více synů měli inženýři, naopak více dcer rodily zdravotní sestry. 
Navrhují,  že  lidé  s tzv.  „silným mužským mozkem“ mají  v potomstvu vyšší  pohlavní 
index. Tato studie podporuje výše zmíněnou zobecněnou Trivers-Willardovu hypotézu 
(Kanazawa  2005)  stejně  jako  například  to,  že  velcí  a  vysocí  rodiče  mají  více  synů 
(Kanazawa 2005,  Kanazawa 2007a),  hrubí  a  násilní  muži  mají  více  synů  (Kanazawa 
2006),  fyzicky  atraktivní  rodiče  mají  více  dcer  (Kanazawa  2007b,  Norberg  2004), 
sociosexuálně neomezení rodiče (měřeno jako množství sexuálních partnerů, frekvence 
sexu, postoje vůči závazku ve vztahu a sexuální výlučnosti) mají více synů (Kanazawa a 
Apari 2009) nebo i to, že matky (přesto že ne otcové) s vývojovými vadami řeči mají více 
synů (Tallal a spol. 1989). Proximální příčinou většiny těchto studií, by mohly být také 
různé hladiny testosteronu u rodičů.
Na  zmíněné  práce  v současnosti  navázali  Cameron  a  Dalerum (2009),  kteří 
shromáždili  data  od  milionářů  a  záznamy  o  jejich  dětech.  Statistické  vyhodnocení 
ukázalo  60  %  synů  v populaci  milionářů,  což  je  v porovnání  s normální  populací 
signifikantně vyšší poměr pohlavního indexu. Navíc se ukázalo, že ženy, které byly sami 
milionářky, měly méně synů než ženy, které měly děti s milionářem. Po tomto zjištění, 
autoři  navrhují,  že  mateřský testosteron  nevysvětluje  pozorované rozdíly  v pohlavním 
indexu. Navíc maskulinita  po otci  jako index úspěšnosti,  by neměla vysvětlovat  dané 
rozdíly, neboť nebyly nalezeny žádné rozdíly v pohlavním indexu mezi milionáři, kteří 
majetek zdědili, a mezi těmi, kdo se milionáři stali během svého života. Své výsledky tak 
interpretují jako model Trivers-Willardovy hypotézy (Trivers a Willard 1973), kdy matky 
s vysokým ekonomickým postavením mají vyšší pravděpodobnost, že porodí syna. 
Více synů u matek s dobrým socioekonomickým postavením jsme zaznamenali 
i v naší laboratoři (Kaňková a spol. 2007a) při výzkumu vlivu latentní toxoplasmózy na 
sekundární pohlavní index. Vyšší hodnoty sekundárního pohlavního indexu oproti obecně 
udávaným  průměrným  hodnotám  sekundárního  pohlavního  indexu,  které  jsme 
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zaznamenali v našich datech u toxoplasma-negativních žen, si vysvětlujeme tím, že téměř 
polovinu dat tvořily ženy ze soukromých gynekologických ordinací. Je známo, že vyšší 
socioekonomické  postavení  je  asociováno  s vyšším  sekundárním  pohlavním  indexem 
(Chacon-Puignau a Jaffe 1996). V souladu s Trivers-Willardovou hypotézou je možno 
očekávat,  že  matky  s vyšším  socioekonomickým  postavením  jsou  obvykle  v dobré 
psychické  i  fyzické  kondici,  a  proto  také  plodí  více  synů  (Trivers  & Willard  1973). 
Vzhledem  k tomu,  že  navštěvovat  soukromou  gynekologickou  ordinaci  je  finančně 
nákladnější  než  navštěvovat  gynekologické  ordinace  státní,  předpokládáme,  že  ženy, 
které  navštěvují  soukromou  gynekologickou  ordinaci,  jsou  převážně  z rodin  s vyšším 
socioekonomickým postavením.
2.2.2. Vliv imunitního systému na sekundární pohlavní index 
Významnou  roli  v udržování  normálního  pohlavního  indexu  i  při  vzniku 
odchylek  od  tohoto  normálního  pohlavního  indexu  hraje  nepochybně  také  mateřský 
imunitní systém. Jednou z nejčastěji uváděných příčin, která by mohla být zodpovědná za 
odchylku  indexu  pohlaví,  je  vliv  H-Y antigenu  vázaného  na  Y  spermie  (Hendriksen 
1999),  vedlejšího  histokompatibilního  antigenu  (minor  histocompatibility  antigens) 
zodpovědného  za  aloimunitní  reakci.  Imunologické  reakce  proti  mužsky  specifickým 
antigenům,  hromadně  nazývané  H-Y antigen,  hrají  velmi  důležitou  roli  v těhotenství, 
neboť tyto antigeny jsou exprimovány na feto-placentální jednotce. Jeden ze známých H-
Y  genů,  UTY,  byl  nalezen  v  lidské  placentální  tkáni,  v srdci  a  dalších  důležitých 
orgánech plodu (Warren  a spol.  2000).  Bohužel  není  dosud známo,  jak brzy se  H-Y 
proteiny  v  trofoblastu  a  tkáni  plodu  exprimují.  H-Y  odvozené  peptidy  mohou  být 
prezentovány prostřednictvím neklasických HLA-G molekul v trofoblastu a následně pak 
mohou  být  mateřským  imunitním  systémem  rozeznávány  pomocí  specializovaných 
receptorů NK (natural killers) buněk (Warren a spol. 2000). 
V roce 1962 bylo zjištěno, že těhotenství s mužským plodem má za následek 
menší pravděpodobnost narození příštího dítěte mužského pohlaví (Renkonen a spol.). 
Autoři  navrhli,  že  tento  fenomén  by  mohl  být  důsledkem  mateřské  imunizace  H-Y 
antigenem. Na základě této hypotézy byl proveden výzkum (Gualtieri a spol. 1984) na 
studentech  Americké  základní  školy  za účelem  zjistit,  zda  pohlaví  dříve  narozených 
sourozenců ovlivňuje pohlaví později narozených dětí. Závěrem bylo, že dřívější bratři 
zmenšují  pravděpodobnost  následujících  sourozenců  mužského  pohlaví.  Toto  zjištění 
podporuje hypotézu o vlivu imunitního systému na pohlaví budoucích potomků. Je tedy 
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zřejmé, že pohlaví následujících sourozenců není nezávislé na pohlaví dětí z předešlých 
těhotenství;   předcházející  děti  mužského  pohlaví  redukují  pravděpodobnost  narození 
následujícího  sourozence  mužského  pohlaví  a  předcházející  děti  ženského  pohlaví 
zvyšují pravděpodobnost následného narození mužského jedince. Autoři se domnívají, že 
H-Y  antigen  v mužské  zygotě  hraje  významnou  roli  v  možném  imunologickém 
mechanismu.
Imunitní charakter vlivu H-Y antigenu na pohlaví potomků a možnou existenci 
„reprodukční paměti“ potvrzují pokusy na myších. S teoreticky navrženým modelem se 
shodují výsledky experimentu,  které dokazují,  že pohlavní index signifikantně klesá u 
potomků  samic,  které  jsou  po  aktivní  anti-H-Y  mateřské  imunizaci  (Pechan  1985). 
Ke stejným závěrům došli Singh a Verma (1987), kteří ukázali signifikantní snížení počtu 
samčích potomků u hyperimunizovaných myších samic. 
Mezi  projevy  imunologické  interakce  matka-plod  mohou  být  počítány  také 
spontánní  potraty.  Ty  mohou  přednostně  postihovat  jedno  či  druhé  pohlaví.  Jednou 
z příčin  je  spojení  spontánních  potratů  s životními  poměry  (např.  vysoký  věk  matky, 
příslušnost  k  nižší  sociální  vrstvě).  Druhá  příčina  zahrnuje  obecně  větší  náchylnost 
mužských  plodů  k potratům (James  1980).  Byl  zaznamenán  jasný  pokles  pohlavního 
indexu  během vzrůstajícího  stáří  těhotenství.  U  časných  embryí  byl  zjištěn  pohlavní 
index  1,64,  zatímco  pohlavní  index  porozených  dětí  byl  1,17  Výsledky  ukazují,  že 
výrazně  vyšší  mortalita  mužského  pohlaví  oproti  ženskému  je  omezena  na  období 
organogeneze  (Kellokumpu-Lehtinen  a  spol.  1984).  K podobným  závěrům  došel  i 
Chahnazarian v roce 1988.
Takto vysoký sekundární poměr pohlaví jsme zjistili u toxoplasma-pozitivních 
matek (Kaňková a spol 2007). Jelikož je toxoplasmóza provázena projevy imunosuprese, 
je možné, že ženy s latentní toxoplasmózou reagují méně na mužské plody nesoucí H-Y 
antigen a tudíž je i méně „zabíjejí“.
Zvýšeným  pohlavním  indexem  na  počátku  těhotenství  se  již  v roce  1967 
zabývali  Kirby  a  spol.  a  navrhli  možné  vysvětlení.  Zdá  se,  že  při  implantaci  hrají 
významnou roli interakce mezi imunitním systémem matky a antigeny na zygotě. Zygoty, 
které mají antigeny odlišné od jejich matky,  jsou upřednostňovány při implantaci.  Lze 
tedy předpokládat, že samčích a samičích zygot se tvoří stejně, ale samčí zygoty se snáze 
a úspěšněji implantují,  neboť nesou antigeny kódované na Y chromozomu, které jsou 
odlišné  od  antigenů  matky.  V roce  1970  Kirby  dále  navrhl,  že  H-Y  antigen  může 
v interakci  s ABO  krevním  systémem  antigenů  ovlivňovat  pohlavní  index.  Autor 
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prezentuje data s rostoucím počtem implantovaných samčích embryí za situace, že krevní 
skupina (systému ABO) otce je neslučitelná s krevní skupinou matky. Jeho pozorování 
potvrzují i další studie (Rex-Kiss 1991). 
Tuto  hypotézu  dokazují  i  pokusy na  myších,  ve  kterých  bylo  zjištěno,  že  u 
inbreedních  kmenů  jsou  samčí  zygoty  více  upřednostňovány  než  u  outbereedních 
(Howard a spol. 1955). Stejně tomu je i u lidí, kde bylo pozorováno větší množství synů 
narozených  vzájemně  geneticky  příbuzným  rodičům  (Darlington  1960).  Příbuzenské 
křížení má tendenci redukovat odlišnosti v autozomálních antigenech matky a zygoty, a 
proto jsou při implantaci vzhledem ke své odlišnosti alespoň v H-Y antigenech relativně 
více upřednostňovány samčí zygoty.
Maráz a spol. (1972) statisticky hodnotili na souboru 2921 novorozenců změny 
pohlavního indexu u žen prvorodiček a u žen, které již v minulosti  rodily.  Zjistili,  že 
prvorodičky mají výrazně vyšší index pohlaví než ženy, které rodily již dříve. Ve své 
práci  navrhují,  že  pohlavní  index  ovlivňuje  první  těhotenství,  neboť  v pozdějších 
těhotenstvích jsou již přítomné blokující protilátky zabraňující imunitní odpovědi proti 
samčím antigenům na zygotách, nebo je zde nějakým mechanismem potlačena průvodní 
tolerance,  která  by mohla  být  příčinou většího  počtu mužských  plodů u prvorodiček. 
Autoři  předpokládají,  že  hlavní  roli  zde  opět  hraje  imunitní  odpověď  na  mužsky 
specifický antigen (H-Y antigen).
Zajímavé  výsledky  publikovali  také  Toivanen  a  Horvonene  (1970).  Ve  své 
studii  pozorovali,  že  u  těhotenství  s mužským  plodem  se  vyskytuje  mnohem  častěji 
toxémie  než u těhotenství  s plodem ženského pohlaví.  Toxémie  v době  těhotenství  je 
onemocnění, jehož příčinou bývá poškození jater. V důsledku tohoto poškození přestávají 
játra neutralizovat toxiny v těle a následně dochází k zaplavení krevního oběhu těmito 
toxiny.  Příznaky toxémie bývají: odmítání jídla, zvracení, ospalost,  apatie. Toivanen a 
Horvonene své výsledky interpretovali jako důsledek  mateřské imunitní  odpovědi na H-
Y  antigen.  Podobné  výsledky  publikoval  i  James  (1995),  který  pozoroval  vysoce 
signifikantní vzestup pohlavního indexu u žen s některými formami toxémie.
O něco novější studie zabývající se vlivem H-Y antigenu na pohlaví potomků je 
práce Christiansena a spol. (2004). Autoři této práce zjistili,  že matky,  které porodily 
první dítě mužského pohlaví, mají při dalším těhotenství větší riziko opakovaných potratů 
než matky,  kterým se jako první dítě narodila dcera. Lze tedy říci, že pokud se matce 
narodí jako první dítě syn, má tato matka menší šanci mít druhé dítě než matka, které se 
narodí  jako  první  dcera.  Autoři  navrhují,  že  jde  o  mateřskou  imunizaci  proti  H-Y 
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antigenu.  Ke  stejným  závěrům  došli  nedávno  Nielsen  a  spol.  (2008).  Ve  své  studii 
potvrdili, že první dítě mužského pohlaví může výrazně ovlivňovat riziko opakujících se 
potratů  v následných  těhotenstvích.  V souboru  305  žen  s opakovanými  potraty  při 
druhém dítěti  bylo 184 žen s prvním dítětem mužského pohlaví.  Jako vysvětlení  opět 
navrhují nadměrnou mateřskou imunitní odpověď proti mužsky specifickému vedlejšího 
histokompatibilního H-Y antigenu. 
O rok později tito autoři svou hypotézu potvrdili molekulárně (Nielsen a spol. 
2009). Jejich soubor zahrnoval 358 žen, které byly léčeny z důvodu opakovaných potratů. 
Těmto  ženám  a  jejich  dětem  byl  zjišťován  genotyp  alel  presentujících  HY-peptidy. 
Výsledky studie  ukázaly,  že  přítomnost  alel  HLA třídy  II  má  velký  vliv  na úspěšně 
zakončené  další  těhotenství,  kterému  předcházelo  narození  dítěte  mužského  pohlaví. 
Přítomnost jedné z těchto alel signifikantně redukuje šanci na úspěšné dokončení dalšího 
těhotenství,  přítomnost  dvou z těchto alel  tuto šanci snižují  ještě více. Přítomnost alel 
presentujících H-Y peptidy nemá vliv na úspěšnost dalšího těhotenství, pokud jako první 
dítě  byla  narozena  holčička.  Toto  zjištění  silně  nasvědčuje  tomu,  že  vliv  imunitní 
odpovědi proti fetálnímu HY-antigenu hraje nepřehlédnutelnou roli u žen s opakovanými 
potraty.
Velmi  zajímavá  retrospektivní  studie  byla  provedena  v centru  asistované 
reprodukce, kde byl zaznamenáván pohlavní index dětí, které přišly na svět po umělém 
oplození, po transferu embryí ve stadiu blastocyt do matky (Luna a spol. 2007). Celkový 
pohlavní  index  byl  vychýlen  ve  prospěch  chlapců.  Odsunutá  doba  implantace 
rozrýhovaného  vajíčka  by  tak  mohla  mít  za  následek  přežívání  více  dětí  mužského 
pohlaví  než  je  tomu  u  běžné  populace.  Je  tedy  velmi  pravděpodobné,  že  odpověď 
imunitního  systému  matky  na  vznikající  embryo  přichází  velmi  brzy  po  samotném 
procesu oplození.
2.2.3. Vliv chorob a ostatních faktorů na sekundární pohlavní index
Neobvyklé,  tj.  zvýšené  nebo  naopak  snížené,  hladiny  pohlavních  hormonů 
mohou být způsobeny některými chorobami a z tohoto důvodu bývají testovány hypotézy 
o možném vlivu určitých chorob na pohlavní index. Jak muži, tak ženy ve věku od 30 do 
49 let s non-Hodginovým lymfomem produkují potomstvo s výrazně nízkým pohlavním 
indexem (Olsson a Brandt 1982), ženy s non-Hodginovým lymfomem měly sekundární 
pohlavní  index  0.63,  zatímco  ženy  v  kontrolní  skupině  měly  pohlavní  index  1.23. 
Podobně  muži  s non-Hodginovým  lymfomem  měli  sekundární  pohlavní  index  0.43, 
- 25 -
zatímco muži v kontrolní skupině měli pohlavní index 0.92. V souladu s touto hypotézou, 
Olsson (1984) poukázal na značně sníženou hladinu testosteronu a zvýšenou hladinu LH 
u některých pacientů s touto chorobou. 
Dále  byl  zjištěn  značně  vysoký  pohlavní  index  u  dětí  narozených  mužům 
s rakovinou prostaty nebo s dispozicí k této chorobě (James 1990). Více dětí mužského 
pohlaví  bylo  zaznamenáno  také  u  žen,  které  trpěly  v době  těhotenství  kožním 
onemocněním (James  2000).  James  opět  navrhuje,  že  příčinou  by  mohly  být  změny 
hladin hormonů.  Vyšší sekundární pohlavní index byl pozorován u lidí s hepatitidou B, a 
to jak u mužů, tak u žen (Chahnazarian a spol. 1988). Naopak vyšší zastoupení dcer bylo 
prokázáno u žen, které byly séropozitivní na cytomegalovirus (Shields a spol. 2002).
Nižší sekundární pohlavní index měly také ženy s placentou nadměrně vrostlou 
do  děložní  stěny  (James  1995)  a  ženy  s  dlouhotrvající  nevolností  spojenou 
s nechutenstvím a častým zvracením,  s tzv.  hyperemesis  gravidarum (James  2001).  U 
matek s nevhodně umístěnou placentou, ve spodní části dělohy a v případě steatózy jater 
v těhotenství  byl  zaznamenán  vzestup  pohlavního  indexu  (James  1995).  Odchylky 
v poměru  pohlaví  při  narození  by mohly být  způsobeny abnormálními  koncentracemi 
hormonů při početí, které jsou následně spojeny s abnormálními koncentracemi hormonů 
později  během těhotenství,  a tyto koncentrace hormonů by mohly být zodpovědné za 
zmíněné patologické projevy na placentě. 
Pohlavní index při narození je spojován často s množstvím a kvalitou potravy 
před oplozením (Mathews a spol. 2008). Data od 740 žen ukázala, že 56 % žen z první 
třetiny těch, které měly příjem potravy před otěhotněním energeticky bohatý, porodily 
syna.  Z žen, které byly vzhledem ke svému příjmu potravy před otěhotněním zařazeny 
mezi nejnižší „energetickou“ třetinu, porodily syna jen ve 45 % případů. Bohaté zdroje 
potravy tak pozitivně korelují se sekundárním pohlavním indexem. 
Dalším  faktorem,  který  by  mohl  ovlivňovat  sekundární  poměr  pohlaví  je 
glukóza  (Cameron  2004).  Výsledky  metaanalýzy  ukázaly,  že  vzestup  hladin  glukózy 
v těle matky při početí podporuje rozvoj samčích blastocyst. Cameron shromáždila studie 
podporující  Trivers-Willardovu  hypotézu.  Analyzovala  rozdílné  pohlavní  indexy  u 
různých druhů savců (kromě člověka) a navrhla, že k regulaci poměru pohlaví dochází při 
implantaci  nebo velice  blízko  okamžiku  implantace.  Rozdílný  vliv  glukózy na  vývoj 
jednoho či druhého pohlaví by tak mohl být proximální příčinou, která vysvětlí mnoho 
z těchto  studií,  včetně  studie  zaměřené  na  vliv  latentní  toxoplasmózy  na  sekundární 
poměr pohlaví provedené v naší laboratoři. 
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Například je známo, že sociálně stresovaná zvířata produkují více synů než dcer 
(Krackow and Hoeck 1989) a vysoký stres zvyšuje cirkulaci glukózy v těle (Seematter a 
spol.  2002).  Bylo  prokázáno,  že  vzestup  glukózy  v kultivačním  mediu  brzdí  rozvoj 
samičích zárodků od rozdělení buňky do rozlišení na balstocystu (Larson a spol. 2001). 
Na modelu laboratorní myši bylo dále zjištěno, že vzestup glukózy v oběhu je asociován 
s mužsky vychýleným pohlavním indexem (Machalo a spol 2001) a naopak matky, které 
byly  závislé  na  insulinu,  měly  nízkou  hladinu  glukózy,  rodily  více  dcer  než  synů 
(Rjasonowski a spol. 1998). Pohlavní index, jak již bylo jednou řečeno, má tendenci se 
odchylovat v závislosti na změně v čase oplození (Krackow and Hoeck 1989), stejně tak i 
hladina glukózy se mění v závislosti na ženském cyklu (Diskin a spol. 2003).
V současnosti byly všechny tyto nepřímé důkazy podloženy důkazem přímým 
(Cameron a spol. 2008).  Autoři provedli pokus na laboratorních myších samicím těsně 
před pářením a po páření odebírali vzorky krve a stanovovali z nich hladinu glukózy. 
Následně  statisticky  vyhodnocovali  vliv  hladin  glukózy  při  početí  a  rozdílu  hladin 
glukózy před a  po početí  na sekundární  poměr  pohlaví.  Ukázalo  se,  že  rozdíl  hladin 
glukózy před a po početí  v krvi je velmi  důležitým predikátorem pro poměr pohlaví. 
Samice s nízkým rozdílem glukózy rodily signifikantně více dcer.
        2.3. Faktory ovlivňující přírůstky váhy v těhotenství
Těhotenství  představuje  pro  ženský  organismus  nesmírnou  zátěž  a  klade 
zvýšené nároky na výživu. Přírůstek váhy v těhotenství je však dán nejen tukem, ale i 
zmnožením  tělesné  vody.  Zde  hrají  role  individuální  dispozice  a  hormonální  stav 
organismu,  tedy  faktory,  které  nelze  ovlivnit  příjmem potravy.  Proto  je  udáváno,  že 
celkový hmotnostní přírůstek v těhotenství může být za normálních okolností 8-20 kg. 
Do tohoto rozmezí se vejde většina těhotných žen, ale neznamená to, že vzácněji nemůže 
přírůstek činit více nebo méně.
Je  známo,  že  váhový  přírůstek  v době  těhotenství  pozitivně  koreluje 
s prenatálním růstem dítěte  a  následně  i  s porodní  váhou  dítěte.  (Abrams  and  Selvin 
1995). Vyšší přírůstek váhy v době těhotenství je spojován s většími novorozenci, většími 
myšleno  ve  vztahu  k jejich  gestačnímu  věku  (Abrams  a  spol.  2000).  Přírůstek  váhy 
během těhotenství je často dáván do spojitosti rovněž se zdravím dítěte, nízké přírůstky 
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ve  druhém  nebo  třetím  trimestru  zvyšují  riziko  nitroděložních  růstových  poškození 
(Strauss a Dietz 1999).
Společně působící faktory jako jsou podváha matky před otěhotněním a nízký 
přírůstek  váhy  v době  těhotenství  vedou  k narození  menších  dětí  a  ke  kratšímu 
těhotenství (Sekiya a spol. 2007). Navíc bylo prokázáno, že se tato data týkají převážně 
přírůstků váhy v druhém trimestru těhotenství. Autoři proto navrhují, že by tak pro váhu 
novorozence a délku těhotenství mohl být nejcitlivější periodou druhý trimestr.
V závislosti  na věku,  paritě,  etnické  rase,  hodnotách  hladin glukózy a  týdnu 
těhotenství bylo prokázáno, že ženy, které přibíraly více než je doporučováno institutem 
medicíny,  porodily  třikrát  častěji  děti  s nadměrnou  porodní  velikostí  a  skoro  1,5krát 
častěji  měly  novorozence  s hypoglykemií  nebo  hyperbilirubinemií  než  ženy,  které 
v těhotenství přibraly v doporučeném rozmezí (Hedderson a spol. 2006).
Abrams a Selvin (1995) provedli rozsáhlou studii vlivu mnoha faktorů, které by 
mohly ovlivňovat  přírůstky váhy během těhotenství.  Pozorovali  podrobně možný vliv 
těchto  faktorů  v jednotlivých  trimestrech  těhotenství.  Jejich  výsledky  ukázaly,  že 
přírůstek váhy ve všech třech trimestrech těhotenství pozitivně koreloval s výškou matky, 
vysokým krevním tlakem a pravděpodobností císařských řezů při porodu. V závislosti na 
trimestru ovlivňovaly přírůstky váhy u těhotných matek BMI (Body Mass Index), věk 
matky, počet předešlých těhotenství a kouření. Kuřačky přibíraly v prvním trimestru více 
než nekuřačky, v druhém a třetím trimestru však výsledky ukázaly naopak vyšší přírůstky 
váhy u nekuřaček. Ženy s nízkým a ideálním BMI před otěhotněním přibíraly rychleji 
během druhého trimestru. Starší ženy měly vyšší přírůstky váhy během prvního trimestru 
a  naopak  nižší  během  druhého  a  třetího  trimestru  oproti  mladším  ženám.  Dalším 
zjištěním  bylo,  že  přírůstek  váhy  v době  těhotenství  je  ovlivněn  národností  matky. 
V porovnání s bílými ženami černé ženy přibíraly signifikantně rychleji během prvního 
trimestru a pomaleji během posledních dvou trimestrů. Hispánské ženy přibíraly pomaleji 
než  ženy  bílé  během  prvních  dvou  trimestrů  a  signifikantně  rychleji  během  třetího 
trimestru.
Vyšší  přírůstky  váhy  v době  těhotenství  jsou  navíc  spojovány  se  současně 
působícím vysokým BMI a nízkým stupněm fyzické aktivity (Löf a spol. 2008). Vliv 
kouření cigaret na přírůstky váhy později studovali také Furuno a spol. (2004). Ve své 
studii ukázali, že větší část kuřaček byla zařazena mezi matky s nízkým přírůstkem váhy 
v porovnání  s nekuřačkami.  Kouření  by  tak  mohlo  být  spojeno  s nízkým  váhovým 
přírůstkem.
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Strychar a spol. (2000) ukázali, že ženy, u kterých byl zaznamenán nadměrný 
přírůstek váhy, méně často mluvily se svým lékařem o svých přírůstcích, méně často u 
nich byla zaznamenána konzumace alkoholických nápojů a měly vysoký BMI. Naopak 
mezi  ženami  s nedostatečným přírůstkem váhy během těhotenství  byly  více  kuřačky. 
Nebyl  však  prokázán  žádný  vliv  věku,  vzdělání,  rodinného  stavu,  ani  vzdělání  na 
přírůstky váhy v době těhotenství.
Jelikož  je  váha  matky  v době  těhotenství  úzce  spojována  se  zdravím dítěte, 
existují samozřejmě i studie zabývající se dietami v době těhotenství a jejich vlivem na 
přírůstky váhy. Bylo zjištěno, že přírůstek váhy na konci druhého trimestru je statisticky 
významně pozitivně asociován s příjmem energie závislé na příjmu živočišných proteinů 
a tuků a příjmu sacharidů (Lagiou a spol. 2004).
Vlivu  latentní  toxoplasmózy  na  těhotenství,  jak  bylo  již  řečeno,  jsme  se 
věnovali  také  odděleně  u  Rh-pozitivních  a  Rh-negativních  matek  (Kaňková  a  spol. 
2010b). Výsledky analýzy dat ukázaly, že matky Rh-negativní s latentní toxoplasmózou 
přibírají  v  těhotenství  více  než  ostatní.  V 16.  týdnu  těhotenství  vážily  toxoplasma-
pozitivní Rh-negativní ženy přibližně o 1600g více než ostatní a tento váhový rozdíl se 
udržoval až do konce těhotenství a nebyl ovlivněn rozdílnou váhou, ani délkou dítěte při 
narození,  ani  velikostí  bioparametrů  plodu (BPD –  biparietální  průměr,  AC –  obvod 
břicha, FL – délka femuru), které byly při ultrazvukovém vyšetření měřeny 2krát ve 20. a 
30. týdnu těhotenství, ani pohlavím narozeného dítěte. Je známo, že vyšší přírůstky váhy 
během prvního trimestru těhotenství jsou spojovány s negativními vlivy a to jak u matky, 
tak u dítěte (Abrams a spol. 1995; Abrams a Selvin 1995). Jedním z možných vysvětlení 
našeho pozorování tedy je, že by Rh faktor mohl být další ochranou proti negativním 
vlivům parazita T. gondii. Tento ochranný vliv se projevuje i v jiných oblastech (Flegr a 
spol. 2009; Novotná a spol. 2008).
- 29 -
3. Cíle disertační práce
Cílem této disertační práce bylo blíže charakterizovat vliv latentní toxoplasmózy 
na  sekundární  pohlavní  index  a  hledat  příčiny  pozorovaného  fenoménu.  Práce  volně 
navazuje  na  výzkum  z mého  magisterského  studia,  ve  kterém  jsem  zjistila,  že  ženy 
s latentní toxoplasmózou rodí více chlapců.  Pozornost byla dále věnována vlivu latentní 
toxoplasmózy na  prenatální vývoj dítěte u Rh-negativních a Rh-pozitivních žen.
Specifické cíle disertační práce:
 Ověřit  vliv  latentní  toxoplasmózy  na  změnu  sekundárního  pohlavního  indexu  u 
laboratorní myši.
 Zjistit,  zda  se  mění  sekundární  pohlavní  index u  laboratorních  myší  v závislosti 
na délce infekce parazitem T. gondii.
 Hledat  fyziologické  mechanismy  vlivu  latentní  toxoplasmózy  na  změnu 
sekundárního pohlavního indexu.
 Prostudovat a laboratorně ověřit roli imunitního systému při změně sekundárního 
pohlavního indexu. 
 Na nezávislém souboru ověřit vliv interakce Rh faktoru a latentní toxoplasmózy na 
průběh těhotenství, speciálně vliv na přírůstky váhy během těhotenství u Rh negativních a 
Rh pozitivních žen.
 Podrobněji  prostudovat,  proč  mají  ženy  s latentní  toxoplasmózou  v 16.  týdnu 
těhotenství podle ultrazvukového vyšetření mladší plod.
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Abstract The boy-to-girl ratio at birth (secondary sex ratio)
is around 0.51 in most populations. The sex ratio varies
between societies and may be influenced by many factors,
such as stress and immunosuppression, age, primiparity, the
sex of the preceding siblings and the socioeconomic status of
the parents. As parasite infection affects many immunolog-
ical and physiological parameters of the host, we analyzed
the effect of latent toxoplasmosis on sex ratios in humans.
Clinical records of 1,803 infants born from 1996 to 2004
contained information regarding the mother’s age, concen-
tration of anti-Toxoplasma antibodies, previous deliveries
and abortions and the sex of the newborn. The results of
our retrospective cohort study suggest that the presence of
one of the most common parasites (with a worldwide
prevalence from 20 to 80%), Toxoplasma gondii, can
influence the secondary sex ratio in humans. Depending
on the antibody concentration, the probability of the birth of
a boy can increase up to a value of 0.72, C.I.95=(0.636,
0.805), which means that for every 260 boys born, 100 girls
are born to women with the highest concentration of anti-
Toxoplasma antibodies. The toxoplasmosis associated with
immunosuppression or immunomodulation might be re-
sponsible for the enhanced survival of male embryos. In
light of the high prevalence of latent toxoplasmosis in most
countries, the impact of toxoplasmosis on the human
population might be considerable.
Keywords Human sex ratio . Secondary sex ratio .
Immunosuppression .Manipulation hypothesis .
Trivers–Willard hypothesis
Introduction
The secondary sex ratio in humans (in this article, expressed
as the probability of the birth of a boy) is around 0.51 in most
populations (Davis et al. 1998). Within the population, the
sex ratio may be influenced by many factors, such as stress
and immunosuppression (James 1996), age (Jacobsen et al.
1999), the sex of preceding siblings (Renkonen et al. 1962),
paternal endocrine disruption (James 2006) and the socio-
economic status of parents (Chacon-Pugnau and Jaffe 1996).
It was repeatedly demonstrated that diseases may influence
the endocrine and immune systems, and it is not surprising in
this context that they may affect sex ratios (for reviews, see
James 1996, 2006). The effects of particular factors studied
on large population samples are often significant, but their
effect size is rather small. Very strong effects are induced
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only by microorganisms, e.g. Wolbachia (Eubacteria) and
Octosporea (Microsporidia), which are transmitted vertically
by oocytes (not spermatozoa) in many insects, crustaceans
and helminths (Knight 2001; Dunn et al. 2001). Until now,
no effects of parasitic infection up on the human sex ratio
have been published.
Toxoplasma gondii (Apicomplexa) is one of the most
common parasitic protozoan in humans. The prevalence of
Toxoplasma infection varies mostly from 20 to 80% in
different territories (Tenter et al. 2000). The main source of
the infection for humans is from the consummation of raw
or undercooked meat of an intermediate host (especially
pigs, sheep and rabbits) containing tissue cysts and from
food or water contaminated with soil containing cat feces
with oocysts (Tenter et al. 2000; Beatie 1982). Two
clinically different forms of postnatally acquired toxoplas-
mosis exist, depending on the stage of infection and the
host’s immunocompetence. One form is acute toxoplasmo-
sis, which is characterized by the presence of tachyzoites in
the blood and other tissues. In immunocompetent subjects,
acute toxoplasmosis spontaneously turns into the other
form, i.e. latent toxoplasmosis. The latter is clinically
asymptomatic, but it is usually a life-long infection,
characterized by the presence of anti-Toxoplasma anti-
bodies in serum and of the Toxoplasma bradyzoites in
tissue cysts, mainly in the nerve and muscular tissues of
infected subjects. Toxoplasma is a classical model for the
study of the so-called manipulation hypothesis (Hutchinson
et al. 1980; Berdoy et al. 1995). The behavioral changes
observed in infected animals, e.g. impairment of memory,
hyperactivity, decreased ability to discriminate between
familiar and novel stimuli and impairment of motor
performance and coordination (Webster 1994; Berdoy et
al. 2000), and in humans, e.g. decrease of psychomotor
performance, decrease of novelty seeking and superego
strength (Flegr et al. 1996, 2002; Havlíček et al. 2001), are
usually considered to be products of the manipulative
activity of the parasite, which is primarily aimed to increase
the probability of transmission from the intermediate hosts
(usually rodents) to a definitive host (any feline species) by
predation.
Toxoplasmosis could also influence the human pregnan-
cy. Women with latent toxoplasmosis had seemingly
younger foetuses, based on ultrasonography in the pre-
sumed 16th week of pregnancy, and probably also a longer
gestation period (Flegr et al. 2005). Indirect evidence
suggests that women with toxoplasmosis have relaxed
stringency of quality control of embryos. Hostomská et al.
(1957) discovered that the prevalence of toxoplasmosis in
94 mothers of children with Down syndrome was 84%. The
prevalence in the control population of the same age, as
well as in the fathers of the children with Down syndrome,
was 32%. The high prevalence of toxoplasmosis among
mothers of children with Down syndrome can be most
easily explained by their relaxed stringency of quality
control that can increase the probability of bringing
(Toxoplasma-infected) children with developmental defects
to full term. The same mechanism, which is probably
related to toxoplasmosis-associated immunosuppression, is
responsible for higher mortality of male embryos. There-
fore, the Toxoplasma-infected women are expected to have
higher sex ratio than Toxoplasma-negative controls.
To test this hypothesis, we compared secondary sex ratios
in large samples of Toxoplasma-positive and Toxoplasma-
negative women in three private maternity clinics (tests for
toxoplasmosis are not routinely done in toll-free state clinics
in Czech Republic) and studied a possible correlation
between secondary sex ratio and concentration of specific
anti-Toxoplasma antibodies in women with latent toxoplas-
mosis. Women of higher socioeconomic status are overrep-
resented among clients of private clinics. They could differ
from the general population in prevalence of toxoplasmosis
and also in the sex ratio of their offspring (Trivers and Willard
1973). Therefore, we included also the variable clinic into
the models and analyzed the possible correlation between the
expensiveness of clinic and the sex ratio.
Materials and methods
Subjects
Data were collected in three clinics in which every pregnant
woman was obligatorily tested for toxoplasmosis using the
indirect immunofluorescence test (IIFT; Gest) or complement
fixation test (CFT; GynCentrum) during the 16th week of
pregnancy. IIFT is a more sensitive method than CFT.
Therefore, IIFT titre 1:32 roughly corresponds to CFT titre
1:16. All women who delivered between 1996 and 2004,
except two women suspected for acute toxoplasmosis, (with
high levels of immunoglobulin M or immunoglobulin A anti-
Toxoplasma antibodies), were included into our cohort study.
Anonymized clinical records contained information on the
mother’s age, concentration of anti-Toxoplasma antibodies,
previous deliveries and abortions and the sex of the newborn.
All three clinics (GEST Centre of Reproductive Medicine,
Prague 6; GEST Centre of Reproductive Medicine, Prague 8;
and GynCentrum, Prague 9) were located in the city of
Prague, Czech Republic. The overall prevalence of Toxo-
plasma positivity was 18% in GEST Centre of Reproductive
Medicine, Prague 6; 25% in GEST Centre of Reproductive
Medicine, Prague 8; and 32% in GynCentrum, Prague 9. The
demographic data for the city of Prague and the Czech
Republic (year 2003) were obtained from the Czech
Statistical Office (http://www.czso.cz/csu/edicniplan.nsf/p/
4019-04).
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Statistical analysis
The sex of a newborn, as well as the mother’s age and
number of previous pregnancies and abortions, was
recorded and used for further analysis. The effects of a
mother’s age as a continuous predictor, the mother’s
Toxoplasma positivity, the mother’s primiparity (if they
are primiparous mothers without previous abortions) and
the sample (clinic) as categorical predictors of the sex of
child were evaluated by the generalized linear model
(GLZ). Binomial distribution and logit link function, as
recommended by Wilson and Hardy (2001), were used for
the construction of the model. The logistic regression
subroutine was used to evaluate the relationship between
the sex ratio and log2-transformed anti-Toxoplasma anti-
bodies titre values. The relation between sex ratios and the
expensiveness of particular clinics in Prague and in Czech
Republic was tested with nonparametric Kendall test. In
GLZ and logistic regression, F-statistics, obtained by
dividing log-likelihood ratio chi-square by degrees of
freedom of the effect, with number of mothers minus effect
df minus 1 as the error df, were further used for computing
significance corrected for pseudoreplications, resulting
from the fact that some mothers gave birth repeatedly or
gave birth to twins (Krackow and Tkadlec 2001). The
ordered heterogeneity test (Rice and Gaines 1994) was used
for testing the directional hypothesis on the relation
between expensiveness of clinics and observed sex ratio.
The partial Spearman test (controlled for prevalence of
toxoplasmosis in particular clinics) was done as described
in Sheskin (2003). The statistical program Statistica 6.0 was
used for all testing.
Results
We examined the sex ratio for a sample of 1,803 infants
born in three maternity clinics in Prague, whose mothers
had been serologically tested for the presence of antibodies
against Toxoplasma by either an indirect IIFT or a CFT. The
proportion of males in all three sets together [0.547,N=1,803,
C.I.95=(0.524, 0.570)] was higher than the average propor-
tion of males born in mostly toll-free state clinics in the
entire Czech Republic (0.514, N=93,685) and usually toll-
free clinics in the capital of Prague (0.519, N=10,057), the
highest being in the two most expensive private Prague
clinics (0.548, N=758 and 0.601, N=276, 5,000 Kč/
pregnancy) and intermediate in the cheaper private Prague
clinic (0.525, N=769, 500 Kč/pregnancy). The Kendall test
showed positive correlation between the sex ratio and the fee
in these five sets (tau=0.949, p=0.020).
The sex ratio was higher in 454 Toxoplasma-positive
mothers [proportion of males, 0.608; C.I.95=(0.563, 0.653)]
than in 1,349 Toxoplasma-negative mothers [proportion of
males, 0.527; C.I.95=(0.500, 0.554), p=0.0027]. The effects
of Toxoplasma positivity (binary), maternal age (continuous),
primiparity (binary) and clinic (categorical) on the sex of the
newborns (binary) were studied with GLZ. The final model
obtained with backward stepwise selection included the
variables Toxoplasma positivity (χ2=10.183, p=0.001) and
Fig. 1 Sex ratios (±0.95 C.I.)
for Toxoplasma-negative and
Toxoplasma-positive women in
three private Prague clinics:
Gest Prague 6 (619 Toxoplasma-
negative women and 139 Toxo-
plasma-positive women), Gest
Prague 8 (207 Toxoplasma
-negative women and 69 Toxo-
plasma-positive women) and
GynCentrum (523 Toxoplasma-
negative women and 246
Toxoplasma-positive women)
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clinic (χ2=6.084, p=0.048). After the correction for pseudo-
replications, the effect of Toxoplasma positivity on the sex
ratio (Fig. 1) remained significant [F1, 1,408=10,162, p=0.001,
odds ratio=1.426, C.I.95=(1.145, 1.776)], while the effect of
clinic turned nonsignificant (F1, 1,407=2,971, p=0.085). This
value turned significant when the information on the rank
order was taken into consideration using ordered heterogene-
ity test (rsPc=0.792, p=0.032, without filtering the effect of
toxoplasmosis; rsPc partial=0.915, p=0.015, with filtering the
effect of toxoplasmosis with partial Spearman correlation).
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Fig. 2 Relationship between the secondary sex ratio and the
concentration of anti-Toxoplasma antibodies in Toxoplasma-positive
women tested by a IIFT (247), b CFT (225). The first (shaded) column
shows the secondary sex ratio in Toxoplasma-negative women tested
by IIFT (a) and tested by CFT (b). Error bars indicate 0.95 C.I. for the
forecasted value, and the asterisks indicate the real values of sex ratio
for a particular titre. The numbers in the right panels show number of
male (1) and female (0) offspring in particulcar category
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The probability of the birth of a male child increased
with the increasing IIFT titre of anti-Toxoplasma antibodies
(N=247, F1, 213=7.389, p=0.007; Fig. 2), up to a value of
0.72 C.I.95=(0.636, 0.805) for 111 mothers with the highest
titres (>128). For the CFT-tested women, the relation was
not significant (N=225, F1, 176=0.805, p=0.371; Fig. 2),
which was probably due to the low discriminating power of
this serological test.
Discussion
The increase of chance of giving birth to a son up to 0.72
[C.I.95 forecast=(0.636, 0.805)] for women with the highest
antibody titres suggests that the effect of latent toxoplas-
mosis on the human secondary sex ratio is probably
unusually strong in comparison with the reported effects
of other factors in humans (James 1996; Renkonen et al.
1962; Chacon-Pugnau and Jaffe 1996). The male-biased
sex ratio in infected hosts (under normal conditions of
rodents) could be either just a by-product of other activities
of Toxoplasma in a host’s organism or a result of the
manipulation activity of the parasite, aimed to increase
production of congenitally infected male hosts. Males
cannot further transmit Toxoplasma to the progeny but
may be eaten by a cat or other felines who are the definitive
host of Toxoplasma. As males of most rodent species are
more exploratory (Frynta 1994), possess larger home ranges
(e.g. Brown 1969), exhibit more aggression (Čiháková and
Frynta 1996; Frynta et al. 2005) and consequently
(Krackow 2005) are more migratory (Pocock et al. 2005)
than conspecific females, we can speculate that overpro-
duction of males by Toxoplasma-infected females may
considerably facilitate long-range transmission of the
infection in natural situation.
At present, we can also just speculate about the proximal
mechanism possibly underlying the sex ratio shift. Toxo-
plasmosis is accompanied by the production of immuno-
suppressive lymphokines interleukin-10 and transforming
growth factor-beta (Filisetti and Candolfi 2004). Also, non-
specific stress axis activation is known to result in systemic
immunosuppression (Elenkov and Chrousos 2002). The
implantation success rate is higher for male zygotes (Kirby et
al. 1967; Kirby 1970), and consequently, the sex ratio at the
early embryonal stage (0.621 in weeks 5–7 of gestation) is
heavily male-biased (Kellokumpu-Lehtinen and Pelliniemi
1984; Evdokimova et al. 2000; Milki et al. 2003; Vatten
and Skjaerven 2004). The maternal immunological reaction
against male-specific H-Y antigens is an important cause of
selective mortality of the Y-chromosome-bearing embryos
and, consequently, of the secondary sex ratio adjustment
(Christiansen et al. 2004). The toxoplasmosis-associated
immunosuppression or immunomodulation can be respon-
sible for the enhanced survival of male embryos in the
infected women.
The increased sex ratio in clients of expensive private
clinics [0.547, C.I.95=(0.524, 0.570), the phenomenon
occurring in both infected and noninfected women and
therefore independent on the effect of toxoplasmosis]
reminds us of the Trivers–Willard hypothesis (Trivers and
Willard 1973) and observations presented by Grant (1998)
concerning a male-biased sex ratio in high-status females.
The sex ratio in small- and moderate-sized samples is known
to fluctuate from place to place and from time to time. For
example, the data published by the Czech Statistical Office
show that the sex ratio in 80 districts of the Czech Republic
fluctuates from 0.48 to 0.54. However, the value 0.547 in our
relatively large sample and the positive correlation between
the fee and sex ratio are, at the very least, suspicious.
The prevalence of latent toxoplasmosis in women of
reproductive age varies among countries (e.g. 23% in Italy,
39% in Germany, 42% in Spain and in Austria, 50% in
Belgium and 54% in France; Tenter et al. 2000). An
absence of a strong correlation between the sex ratio and
the prevalence of toxoplasmosis in particular countries
(results not shown) might be explained by an existence of
negative feedback between the risk of Toxoplasma infection
and the level of anti-Toxoplasma antibodies in women of
reproductive age. In high-prevalence countries, most wom-
en of reproductive age have already been infected for a long
time and therefore have only low titres of anti-Toxoplasma
antibodies. Our results suggest that low-titres women have
similar sex ratios to Toxoplasma-negative women.
It is not possible to distinguish between the cause and
effect on the basis of observational study. The criterion of
temporality (infection predates the pregnancy) and the
criterion of a biological gradient (positive correlation between
the effect size and concentration of anti-Toxoplasma anti-
bodies) suggest rather that toxoplasmosis is the cause of the
sex ratio shift. However, an independent confirmation of this
tentative conclusion by a manipulative experiment (by
experimental infection of animals) is necessary.
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SUMMARY
The sex ratio may be inﬂuenced by many factors, such as stress and immunosuppression, age of parents, parity and sex of
preceding siblings. In animal systems, parasitism often changes the sex ratio of infected hosts, which can increase the
probability of their transmission. The most common human protozoan parasite in developed countries, Toxoplasma gondii
(prevalence 20%x80%), is known to change the behaviour of its intermediate hosts, thereby increasing the probability of
transmission to its deﬁnitive host (the cat) by predation. The intermediate hosts, which under natural conditions are
rodents, serve as the vector for Toxoplasma. Therefore, we speculate that Toxoplasma can alter the secondary sex ratio (i.e.
male to female ratio in the oﬀspring) of infected females to increase the proportion of (congenitally infected) male oﬀspring,
which are the more migratory sex in most rodent species. Here we studied the sex ratio of experimentally infected
laboratory mice, expressed here as the proportion of males in the litter. In accordance with our hypothesis and results of
previous retrospective cohort studies on human subjects, mice with toxoplasmosis produced a higher sex ratio than
controls, in the early phase of latent infection. In the later phase of infection, mice with congenital toxoplasmosis had a
lower sex ratio than controls, which is in accord with the Trivers-Willard hypothesis of sex ratio manipulation, suggesting
that females in poor physical condition give birth to more female oﬀspring.
Key words: manipulation hypothesis, Trivers-Willard hypothesis, Toxoplasma, parasite, secondary sex ratio,
immunosuppression.
INTRODUCTION
The secondary sex ratio, expressed, for example, as
themale to female ratio in the oﬀspring, at the time of
delivery is around an evolutionary stable value of 0.5
in most species. Several evolutionary explanations
have been suggested for a signiﬁcant deviation from
0.5. Theoretical models and data for the real popu-
lation show that such a deviation can be caused, for
example, by a diﬀerence in expensiveness (measured,
for example, in amount of parental care) between
male and female oﬀspring (Fisher, 1958), local mate
competition (Hamilton, 1967) or local competition
for other resources (Clark, 1978). The Trivers-
Willard hypothesis (Trivers and Willard, 1973)
suggests that the female could also manipulate the
probability of birth of male and female oﬀspring
depending on the ability to invest her resources to the
oﬀspring. Females in poor condition, which are un-
able to provide enough resources for their oﬀspring,
can increase their ﬁtness by increasing the proportion
of female oﬀspring, as even low-quality females
usually succeed in reproduction while low-quality
males usually fail in generally stronger competition
for mating partners between males. On the other
hand, in species with matrilineal inheritance of re-
sources (e.g. matrilineal inheritance of territories or
a social position) the low-quality females could in-
crease their ﬁtness by increasing the proportion of
male oﬀspring (Altmann et al. 1988).
All of the above models assume that the aberrant
secondary sex ratio is a result of adaptive evolution
of the studied organisms. However, in some systems,
the aberrant sex ratio is non-adaptive from the point
of view of the studied organism. The deviation
from the normal value in a studied species can be
a product of so-called manipulative activity of para-
sitic organisms. Very strong eﬀects are observed
in the microorganisms that are transmitted vertically
via oocytes (and not by spermatozoa) in many
insects, crustaceans and helminths, e.g. inWolbachia
(Eubacteria) and Octosporea (Microsporidia)
(Knight, 2001; Dunn et al. 2001).
The inﬂuence of parasites on the sex ratio in
the infected host could also increase the chance of
survival and reproduction in the host organism.
Resistance of female and male hosts to certain
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parasitic infections often diﬀers. Therefore, the in-
fection with some parasitic species, e.g. the tape-
worm Taenia crassiceps, can lead to the hormonal
feminization or masculinization (and thereby im-
munomodulation) of the organism of their infected
host, which increases the chance that the parasite
survives an immunological attack of the host’s
organism (Larralde et al. 1995).
Furthermore, the parasite could change the sex
ratio of its host, which can enhance the ‘vector’
function of the host (Rozsa, 2000), i.e. to enhance the
host capacity to spread infection over long distances
by increasing the proportion of the more migratory
sex.
Toxoplasma gondii (Apicomplexa) is one of the
most common parasitic protozoans in humans.
There are 2 clinically diﬀerent forms of post-natally
acquired toxoplasmosis, depending on the stage of
infection and host immunocompetence. One form is
acute toxoplasmosis, which in immunocompetent
subjects, spontaneously turns into the second form,
i.e. latent toxoplasmosis. The latter is clinically
asymptomatic, life-long infection characterized by
the presence of anti-Toxoplasma antibodies in the
blood and Toxoplasma bradyzoites in tissue cysts.
Toxoplasma reproduces sexually only in its deﬁnitive
host, i.e. any feline species. The intermediate host of
Toxoplasma is any warm-blooded animal, acquiring
the infection either pre-natally, by intrauterine
transmission, or post-natally, by consumption of
food or water contaminated with feline faeces con-
taining the durable oocysts of the parasite (Beattie,
1982; Tenter et al. 2000) or by consumption of
other intermediate hosts containing tissue cysts with
Toxoplasma bradyzoites. Deﬁnitive hosts acquire
the infection mostly by consumption of intermediate
hosts containing tissue cysts with Toxoplasma
bradyzoites.
Toxoplasma is a classical model for the study of the
so-called manipulation hypothesis (Hutchison et al.
1980a ; Berdoy et al. 1995). The manipulation hy-
pothesis considers the ability of some parasites to
modify the behaviour of their hosts to be an evol-
utionary adaptation (the product of a ‘blind’ natural
selection) that can increase the eﬃciency of the
transmission of the parasite to uninfected hosts.
The behavioural changes observed in animal hosts
with latent toxoplasmosis, e.g. learning defects
(Witting, 1979), impairment of motor performance
and coordination (Hutchison et al. 1980b), reduced
neophobia, increased trappability (Webster, 1994),
and decreased cat urine odour avoidance (Berdoy
et al. 2000), are usually interpreted in terms of the
manipulative hypothesis. Intermediate hosts play
the role of a biotic vector of toxoplasmosis under
natural conditions as they spread the infection over
long distances. Males and females of most rodent
species diﬀer considerably in home ranges (Brown,
1969), exploratory activity (Frynta, 1994), risk of
predation and, therefore, in their potential role in
the life-cycle of Toxoplasma. As a rule, males are the
more aggressive (e.g. Cˇiha´kova´ and Frynta, 1996;
Frynta et al. 2005) and consequently the more dis-
persing sex (e.g. Pocock et al. 2005). Therefore,
we speculate that Toxoplasma could increase its
transmission eﬃciency by changing the sex ratio of
infected hosts to increase the proportion of more
migratory (pre-natally infected) male oﬀspring.
Recently, a pronounced increase in the secondary
sex ratio was observed in children of women with
latent toxoplasmosis, in particular in mothers
with relatively high titres of anti-Toxoplasma anti-
bodies (Kanˇkova´ et al. 2007). An observational study,
however, cannot resolve whether the male-biased
sex ratio is the eﬀect of the infection or whether
both the male-biased sex ratio and Toxoplasma
infection are the outcome of a third factor, e.g.
increased testosterone level (James, 1986). To test
the hypothesis that latent toxoplasmosis is the cause
of the increased proportion of male oﬀspring, we
studied the secondary sex ratios (expressed here as
the proportion of males in the litter, i.e. as the
probability of birth of a male) in laboratory mice
that had been experimentally infected withT. gondii.
The study was performed under strictly controlled
conditions to exclude the possibility for an unknown
third factor to inﬂuence both the sex ratio and
Toxoplasma infection risk.
MATERIALS AND METHODS
Experimental animals and experimental design
We performed 2 independent experiments of a
similar design in 2004 and 2005 (Fig. 1). In
Experiment 1 (performed in 2004), 70 BALB/c
females and 10 C57Bl/10J males were used. One half
of the females, aged 5–6 weeks (mean weight 17.5g),
were orally infected with brain homogenate from
mice infected with a relatively avirulent cystogenic
strain HIF of T. gondii (Kodym et al. 2002). To
eliminate a possible eﬀect of body weight, pairs of
mice of the same weight were selected ﬁrst, and then
1 mouse of each pair was included in the ‘ infected’
group and the other was placed in the control group.
Each mouse of the ‘ infected’ group was given
about 75 ml of brain homogenate containing ap-
proximately 10 tissue cysts by intubation. The
controls were given the same amount of isotonic
saline (0.8%NaCl). The course of the acute infection
was monitored by visual inspection and regular
measurement of body weight. The symptoms of
acute toxoplasmosis (i.e. lethargy and ruﬄed fur)
were observed on days 6–9. The females were
maintained in groups of 5, for 7 weeks. One week
before mating, they were placed into individual
breeding boxes. The males were kept in individual
boxes from the start of the experiment. The mating
began after the end of acute toxoplasmosis, i.e.
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A70   BALB/c         10  C57Bl/10J 
Infection
   35   controls 35   infected 
The early-pregnancy group
mice that delivered on day 89–120 after infection
The late-pregnancy group
mice that delivered on day 121–222 after infection
 35   controls : 24  controls (not pregnant before):
+ pregnant
(N = 8)
+ pregnant
(N = 12)
mating: 24hours not pregnant
(after 14 days) (after 14 days)
 35   infected : 21  infected (not pregnant before):
+ pregnant
(N = 10)
+ pregnant
(N = 14)
mating: 24hours not pregnant not pregnantmating: 24hours
not pregnantmating: 24hours
(after 14 days) (after 14 days)
B
       
 
+ +
+ +
+
+
The early-pregnancy group
mice that delivered on day 86–120 after infection
The late-pregnancy group
mice that delivered on day 121–156 after infection
pregnant
(N = 16)
pregnant
(N = 19)
pregnant
(N = 6)
pregnant
(N = 7)
pregnant
(N = 3)
pregnant
(N = 6)
mating: 7days
mating: 7days
mating: 7days
mating: 7days
mating: 7days
mating: 7days
not pregnant
not pregnant
not pregnant
not pregnant
not pregnant
not pregnant
80   BALB/c
Infection
40  controls
 30   controls : 10  controls :
10  controls : 30   infected :
8  controls (not pregnant before):
12  infected (not pregnant before):
40   infected 
12  C57Bl/10J 
Fig. 1. Experimental set-up, Exp. 1 (A) and Exp. 2 (B).
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2 months after the infection (Kodym et al. 2002).
The mice were regularly weighed (at least twice a
week) during the entire experiment.
In this experiment, a male mated in the morning
with a female and then the pair was kept together for
24 h. The next morning, the male was mated to an-
other female and the pair was again kept together for
24 h. Half of the males mated with a Toxoplasma-
infected female on day 1 and with a control female on
day 2, while the other half of the males mated with a
control female on day 1 and with an infected female
on day 2.
Experiment 2 (performed in 2005) diﬀered from
Exp. 1 in the age of the animals (about 2 weeks older
at the start of the experiment), and in the design of
mating, see below. Eighty females and 12 males were
used in Exp. 2. In this experiment 2 Toxoplasma-
infected or 2 control females were kept together with
a male for 7 days to increase the probability of fer-
tilization. The same male was mated to another pair
of either Toxoplasma-infected or control mice after
a span of 3 days. Half of the males mated with
Toxoplasma-infected females ﬁrst and with control
mice later while the other half of the males mated
with control and infected females in reverse order.
The mice were mated within a single mating period
8–19 weeks after infection, with the equal numbers of
Toxoplasma-infected and control mice being mated.
As a higher sex ratio (0.71) was observed (Kanˇkova´
et al. 2007) in children of women with relatively high
titres of anti-Toxoplasma antibodies (i.e. with rela-
tively recent infection) while the sex ratio in women
with low titres (with old or weak infection) was lower
than in Toxoplasma-free women, the mice were
separated into 2 groups according to the start of
gestation (early-pregnant and late-pregnant mice)
after the data collection in both experiments.
In Exp. 1, the early pregnancy group consisted of
18 mice that delivered between days 89 and 120 after
infection. The late pregnancy group included 26
mice that delivered between days 121 and 222 after
infection. In Exp. 2, the early pregnancy group
comprised 35 mice that delivered between days 86
and 120 while the later pregnancy group involved 22
mice that delivered between days 121 and 156 after
infection.
The pregnant mice were weighed every third day.
One week before the expected delivery, the females
were provided with specially enriched food and
nest building material. At the time of expected de-
livery, they were checked several times a day and
the number of newbornmales and females (estimated
from anogenital distance and abdomen proﬁle) was
recorded as soon as possible and conﬁrmed the
next 21 days. The dead oﬀspring (23 and 33 for
Exps 1 and 2, respectively) were preserved in 80%
ethanol for PCR analysis. The DNA from the pre-
served dead mice and those that died soon after birth
was isolated using a High Pure PCR Template
Preparation kit, and the sex of each animal was de-
termined by PCR ampliﬁcation of a 202bp fragment
of the SRY-HMG box of the Sry gene located on
Y-chromosome and a 447/445bp region of the Zfy-
Zfx genes was ampliﬁed as a positive control of PCR
(Aasen and Medrano, 1990; Bryja and Konecˇny´,
2003).
Infection in all infected mice was conﬁrmed by the
complement ﬁxation test (CFT; Ondriska et al.
2003) for detection of speciﬁc serum antibodies
and altogether 7 mice from both experiments with
undetected or very low speciﬁc antibodies were
withdrawn from the analysis.
Statistical analysis
The mice that had delivered only dead oﬀspring or
had cannibalized all oﬀspring were excluded from
the analysis. The number of such mice was 4 among
controls and 6 among infected mice. The general
linearmodel (GLM)was used for statistical testing of
the inﬂuence of ‘Toxo’ status (andGroup) on weight
of the females on the ﬁrst day of mating and for
estimation of eﬀect size (Eta2) for all models.
However, GLM could provide biased results with
hierarchically structured sex ratio data (Krackow and
Tkadlec, 2001). Therefore, the eﬀect of latent tox-
oplasmosis on the sex ratio (expressed as the pro-
portion of males in all oﬀspring) was analysed with a
generalized linear model (GLMZ), with the number
of males as a dependent variable with binomial dis-
tribution, and litter size as the binomial denominator
(not a predictor), and female weight on the ﬁrst day of
mating as continuous predictor and Toxo status
(Toxo-infected vs controls) and Group (earlier
pregnancy vs later pregnancy) as categorical (binary)
predictors. Parameters for GLMZ were estimated
with the maximum likelihood method and their
signiﬁcance was evaluated by x2 approximation
computed as minus 2 times the diﬀerence in the
likelihood between the full and reduced models
(Myers et al. 2002). The eﬀect of interaction between
Toxo status andGroup on sex ratio was also analysed
using the Generalized Linear Mixed Models
(GLMM) method to control the inﬂuence of Male
identity and cluster-speciﬁc eﬀect of Female identity.
(Fixed categorical factorsToxo status, Group, Toxo-
Group interaction and Male identity, covariate
weight of female, random factor Female identity).
The cluster-speciﬁc eﬀect for individual females was
evaluated by maximization of the penalized log
likelihood function (Fahrmeir and Tutz, 2002).
Optima of the likelihood and penalized likelihood
functions were obtained using the Matlab optimiz-
ation toolbox. The eﬀect of Toxo-Group interaction
was evaluated on the same basis as in GLMZ by
using the optimal values of Female identity cluster-
speciﬁc eﬀects. The inﬂuence of time from infection
to birth on the secondary sex ratio was evaluated by
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GLM and GLMZ (with continuous variable time
from infection to birth instead of a binary variable
group as an independent factor) and by Kendall
correlation and partial Kendall correlation (Sheskin,
2003) with the secondary sex ratio as a dependent
continuous variable and time from infection to birth
(in days) and female weight on the ﬁrst day of mating
or litter size as independent variables. As the eﬀect of
the male on the sex ratio was non-signiﬁcant (P>0.8,
GLMZ), the male identity was not included inGLM
and GLMZ models (but was included in GLMM
models). The chi-square goodness of ﬁt and Shapiro-
Wilks tests were used for testing normality of the
data. SPSS v.12 software was used for all statistical
testing.
RESULTS
In Exp. 1, we analysed the sex ratios of 24 litters of
Toxoplasma-infected and 20 litters of control mice.
(Six mice died before the start of mating, 2 infected
mice wereToxoplasma-negative in CFT, 10 mice did
not get pregnant, 1 mouse died during pregnancy, 1
mouse aborted, and 6 mice ate their (probably still-
born) oﬀspring). The earlier pregnancy group (mice
that delivered on days 89–120 after infection) con-
sisted of 10 infected and 8 control mice and the later
pregnancy group (mice that delivered on days
121–222 after infection) included 14 infected and 12
control mice. The GLMZ analysis showed no sig-
niﬁcant main eﬀect (Toxo: x1
2=0.142, P=0.706;
Female weight: x1
2=0.104, P=0.747, Group:
x1
2=0.136, P=0.712). At the same time, the eﬀect of
the Toxo-Group interaction was highly signiﬁcant
(GLMZ: x1
2=15.208, P<0.001; GLMM x1 2=
14.430, P<0.001; GLM partial Eta2=0.319), with
early-pregnant mice having higher sex ratios than
controls and late-pregnant mice having lower sex
ratios than controls (Fig. 2). The analysis of the
model with the dependent variable of Female weight
on the ﬁrst day of mating, and using the Toxo and
Group as independent variables showed that infected
mice had a lower mean weight than controls (22.62 g
vs 23.73 g, GLM: F1,49=6.204, P=0.016, partial Eta
squared=0.112). The females that ate their (prob-
ably stillborn) oﬀspring were also included in this
analysis.
In Exp. 2, we analysed the sex ratios of 29
Toxoplasma-infected and 28 control mice. (Five in-
fected mice were Toxoplasma-negative in CFT, 14
mice did not get pregnant, and 4 mice ate their,
probably stillborn, oﬀspring.) The earlier pregnancy
group (mice that delivered on days 86–120 after in-
fection) consisted of 16 infected and 19 control mice
and the later pregnancy group (mice that delivered
on days 121–156 after infection) comprised 13 in-
fected and 9 control mice. As Fig. 3 shows, the early-
pregnant mice had higher sex ratios than controls
while the late-pregnant mice had lower sex ratios
than controls. The analysis showed no signiﬁcant
main eﬀect (GLMZ: Toxo: x1
2=0.404, P=0.520,
Female weight: x1
2=0.453, P=0.500, Group:
x1
2=2.52, P=0.112) and a non-signiﬁcant (signiﬁ-
cant in one-tailed GLMM and GLM tests (Rice and
Gaines, 1994)) eﬀect of the Toxo-Group interaction
(GLMZ: x1
2=1.946, P=0.163; GLMM: x1 2=
3.812, P=0.051; GLM partial Eta2=0.071). The
analysis of the model with the dependent variable
Female weight on the ﬁrst day of mating and the
Toxo status and Group as independent variables
found the infected mice to have approximately
the same weight as controls (23.84 g and 24.11 g,
respectively, F1,59=0.889, P=0.349, partial Eta2=
0.015).
The correlation between the sex ratio and duration
of toxoplasmosis was analysed for all 53Toxoplasma-
infected and 48 control mice (from both exper-
iments) (Fig. 4). This time the full model contained
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Fig. 2. Diﬀerences in the secondary sex ratio between Toxoplasma-positive and Toxoplasma-negative mice. The left
graph shows the early-pregnancy group and the right graph represents the late-pregnancy group (data from Exp. 1).
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also an independent binary variabile experiment
(Exp. 1 or Exp. 2) and the binary variable Group
(early-pregnant or late-pregnant mice) was substi-
tuted with the continuous variable, Time from
infection to birth. The eﬀect of Toxo-Time from the
infection interaction was highly signiﬁcant (GLMZ:
x1
2=7.92, P=0.005, GLM partial Eta squared=
0.079). As the data failed in the normality tests, we
performed also a nonparametric Kendall correlation
and partial Kendall correlation (controlled for
Female weight or Litter size). The correlations were
very strong and negative for infected mice, appearing
weaker and positive for controls (Table 1).
DISCUSSION
Our results show that latent toxoplasmosis has a
strong eﬀect on the secondary sex ratio. In the early
phase of latent toxoplasmosis, i.e. in mice that de-
livered in the fourth month of infection, the sex ratio
was higher than in controls, while the mice in a later
phase of infection, i.e. those that delivered in the ﬁfth
to eighth month of infection, had a lower sex ratio
than controls.
The results for the infected mice are similar to
those obtained earlier in infected women (Kanˇkova´
et al. 2007). In a large cross-sectional study
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Fig. 4. Correlation between the sex ratio and length of toxoplasmosis infection.
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performed on a sample of 1803 clients of 3 gynae-
cology and obstetrics clinics, the probability of the
birth of a boy increased up to 0.71, which means that
250 boys were born for every 100 girls, in women
with the highest concentrations of anti-Toxoplasma
antibodies (and therefore probably with recent, but
already latent, infection). In the women with a low
concentration of anti-Toxoplasma antibodies (and
therefore probably with an old infection) the sex ratio
was lower than in Toxplasma-free women (Kanˇkova´
et al. 2007).
In mice, the mortality and morbidity of acquired
toxoplasmosis is relatively high. In our experiments,
a statistically signiﬁcant decrease in the weight of
infected animals was observed, even 8 months after
infection. The Trivers-Willard hypothesis suggests
that females in poor physical condition give birth to
more female oﬀspring (Trivers and Willard, 1973).
We assume that in the later phase of infection, the
non-speciﬁc, long-term negative eﬀects of toxo-
plasmosis on the health of mice (leading to a reduced
proportion of male oﬀspring) outweigh the speciﬁc
short-term eﬀects of toxoplasmosis on the sex ratio
(resulting in an increased proportion of male oﬀ-
spring in earlier phases of the infection). We also
propose that the Trivers-Willard eﬀect was probably
responsible for the female biased sex ratio in the
early-pregnant controls as well as for the gradual
increase in the sex ratio of the growing up controls. In
the beginning of the experiments, allmicewere rather
young and small.Under such conditions, themice are
expected to invest more in production of female
oﬀspring. This trend (observed in early-pregnant
mice in both experiments) was reversed by the
speciﬁc inﬂuence of toxoplasmosis in infected mice.
We can only speculate about the nature of the
speciﬁc short-term positive eﬀects of toxoplasmosis
on the sex ratio of an intermediate host. Classical
‘host oriented’ theories of the biased sex ratio such as
the Trivers-Willard hypothesis would predict the
female-biased sex ratio in infected mice. The ulti-
mate cause can be a speciﬁc adaptive manipulation
with the number of the more migratory (congenitally
infected) males, which could more eﬃciently serve as
a vector for the spread of the parasite in space. In
our experiments, we have never observed vertical
transmission of Toxoplasma infection to F1 oﬀspring
(unpublished results), although this form of infection
is relatively common in wild mice of the generaMus
and Apodemus (Owen and Trees, 1998; Marshall
et al. 2004). However, the congenital infection can
only occur in recently infected females and in the
acute phase of toxoplasmosis. Therefore, there is
only a low chance that congenitally infected females
would transmit the infection vertically to the next
generation. It means that the congenitally infected
migratory males are more important for Toxoplasma
than females.
The increased sex ratio in Toxoplasma-infected
mice and humans might be just a non-adaptive side-
eﬀect of Toxoplasma-induced immunosuppression.
Toxoplasmosis induces the production of im-
munosuppressive lymphokines IL-10 and TGF-
beta (Filisetti and Candolﬁ, 2004). Also, non-speciﬁc
stress axis activation is known to result in systemic
immunosuppression (Elenkov and Chrousos, 2002).
The implantation success rate is higher for male zy-
gotes (Kirby et al. 1967; Kirby, 1970) and, conse-
quently, the sex ratio at the early embryonic stage is
heavily male biased (Evdokimova et al. 2000; Milki
et al. 2003; Vatten and Skjaerven, 2004). Maternal
immunological reaction against male speciﬁc HY-
antigens is an important cause of selective mortality
of the Y-chromosome-bearing embryos and, conse-
quently, of the secondary sex ratio adjustment
(Shalev et al. 1980; Christiansen et al. 2004).
Therefore, the toxoplasmosis-associated immuno-
suppression, or immunomodulation, could be re-
sponsible for the enhanced survival of male embryos.
Indirect evidence for this hypothesis was obtained
from the study of Hostomska´ et al. (1957). The
authors found the prevalence of toxoplasmosis in 94
mothers of children with Down’s syndrome to be
84%. The toxoplasmosis prevalence rate in the
control population of the same age, as well as in
the fathers of the mongoloid children, was 32%. The
high prevalence of toxoplasmosis among mothers of
children with Down’s syndrome can be most easily
explained by their released quality control, i.e. less
stringent selection against genetically disadvantaged
embryos, which may have increased the risk of
bringing children with developmental defects to full
term. Similar eﬀects of maternal age and inter-birth
interval on stringency of quality control have been
Table 1. Results of the Kendall and partial Kendall tests of correlation between length of infection and sex
ratio
(Column 3 shows the correlation coeﬃcients and two-tailed P for the Kendall correlation tests and columns 4 and 5 show
the partial correlation coeﬃcients and two-tailed P for the partial Kendall correlation tests.)
N
Uncontrolled Controlled for Female weight Controlled for Litter size
Corr. coef. P Corr. coef. P Corr. coef. P
Toxo-negative 48 0.215 0.037 0.182 0.078 0.224 0.030
Toxo-positive 53 x0.325 0.001 x0.294 0.003 x0.334 0.001
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recently reported by Neuhauser and Krackow
(2007).
The association of latent toxoplasmosis and an
increased sex ratio was originally found in an ob-
servational cohort study on human subjects.
Nevertheless, such a study cannot resolve whether
Toxoplasma infection is the cause of the increased sex
ratio, or whether a third factor, such as a higher level
of testosterone in the infected subject (Flegr et al.
2005), is responsible for both the higher risk of
Toxoplasma infection and increased sex ratio (James,
1986). In contrast, the present (experimental and not
observational) study clearly shows that the increased
sex ratio is the eﬀect of latent toxoplasmosis.
The secondary sex ratio may be inﬂuenced by
genetic (Krackow and Gruber, 1990) and environ-
mental factors such as stress (Kinsley and Svare,
1985; Clutton-Brock and Iason, 1986), hormone
levels (James, 1996), timing of mating (Krackow and
Burgoyne, 1998), age (Jacobsen et al. 1999), number
of preceding pregnancies (Krackow and Hoeck,
1989), sex of preceding siblings (Renkonen et al.
1962), and socioeconomic status of the parents
(Chacon-Pugnau and Jaﬀe, 1996). In comparison
with these eﬀects, the observed eﬀect of tox-
oplasmosis on the sex ratio estimated from partial
Eta squared is rather strong. Nevertheless, as the
sample size in both experiments was relatively small,
the results need to be viewed with caution.
The scientiﬁc and demographic signiﬁcance of
the observed eﬀects of latent ‘asymptomatic’ toxo-
plasmosis on the secondary sex ratio of infected
intermediate hosts could be considerable. Even more
considerable, however, could be the possible clinical
impact of the phenomenon, if the shift of the sex ratio
were just a side-eﬀect of other (immunological
or hormonal) changes in the physiology of the host.
The study of possible immunosuppressive or endo-
crinological eﬀects of latent toxoplasmosis seems to
be highly desirable.
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Abstract
Background: The purpose of this study was to confirm that women with latent toxoplasmosis
have developmentally younger fetuses at estimated pregnancy week 16 and to test four exclusive
hypotheses that could explain the observed data.
Methods: In the present retrospective cohort study we analysed by the GLM (general linear
model) method data from 730 Toxoplasma-free and 185 Toxoplasma-infected pregnant women.
Results: At pregnancy week 16 estimated from the date of the last menstruation, the mothers with
latent toxoplasmosis had developmentally younger fetuses based on ultrasound scan (P = 0.014).
Pregnancy of Toxoplasma-positive compared to Toxoplasma-negative women was by about 1.3 days
longer, as estimated both from the date of the last menstruation (P = 0.015) and by ultrasonography
(P = 0.025).
Conclusion: The most parsimonious explanation for the observed data is retarded fetal growth
during the first weeks of pregnancy in Toxoplasma-positive women. The phenomenon was only
detectable in multiparous women, suggesting that the immune system may play some role in it.
Background
Toxoplasmosis, a zoonosis caused by a protozoan, Toxo-
plasma gondii, is probably the most widespread human
parasitosis. In immunocompetent humans, postnatally
acquired toxoplasmosis is either inapparent, or accompa-
nied by cervical lymphadenopathy with fever, joint pain,
headache and tiredness [1,2]. The acute disease promoted
by rapidly dividing tachyzoites usually spontaneously
proceeds to the latent toxoplasmosis. During latent toxo-
plasmosis the parasite survives in the form of slowly
dividing bradyzoites in tissue cysts, usually providing
immunity against reinfection for the rest of the host life.
Latent toxoplasmosis is generally considered to be asymp-
tomatic from the clinical point of view; however, it is
accompanied by specific changes in personality profiles of
the infected subjects [3]. The most damaging form of tox-
oplasmosis is congenital toxoplasmosis. In pregnant
women with the acute form of infection, the parasite can
infect the placenta and, after a lag period, also the fetus.
The pathology of the infected newborn has been exten-
sively reviewed. The classical Sabin's triad of symptoms of
intrauterine toxoplasmosis includes hydrocephalus,
intracranial calcification, and chorioretinitis [4]. Approxi-
mately 20% of infants born with congenital infection
have severe disease. Another about 70% are asymptomatic
at birth but can develop clinical signs in the later years, i.e.
slower neurological and mental development and late
chorioretinitis [5].
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pathological changes in newborns nor health damage due
to toxoplasmosis in mothers have been reported. It was
speculated about possible effects of latent toxoplasmosis
on the risk of abortion [6]; however, this speculation has
not been confirmed in recent studies [7,8]. Women
infected with parasite Toxoplasma have more sons [9]. In a
large cross-section study performed on a sample of 1,736
clients of three obstetrics and gynaecology clinics, the sex
ratio (the probability of the birth of a boy) increased up
to the value of 0.71, which means that women with the
highest concentration of anti-Toxoplasma antibodies (and
therefore probably recent infection) gave birth to 250
boys per 100 girls. Moreover, slower fetal development
was observed at estimated pregnancy week 16 in women
with latent toxoplasmosis based on ultrasonography [10].
Several explanations for this phenomenon were sug-
gested, including retarded fetal growth in Toxoplasma-
infected women. The aims of the present study were to
confirm the retarded fetal development in an independ-
ent retrospective cohort study, and to test four exclusive
hypotheses that could explain the observed data:
Hypothesis 1
In infected women the fetal development is slower but the
delivery does not take place until the fetus reaches the
usual birth parameters, e.g. birth weight and length.
Therefore infected women are likely to have longer preg-
nancy as estimated both from the date of the last menstru-
ation and based on ultrasonography.
Hypothesis 2
In infected women, the fetal development is slower but
pregnancy duration is still 280 days on average as in Tox-
oplasma-free women independently of the child's size at
birth. Therefore infected women are likely to have the
same pregnancy length as Toxoplasma-free women esti-
mated based on the date of the last menstruation and
shorter pregnancy estimated based on the first ultrasonog-
raphy. Infants of infected women are likely to have lower
birth weight.
Hypothesis 3
In infected women, ovulation occurs in the later phase of
the menstruation cycle. Therefore the first ultrasonogra-
phy shows correctly the fetal age, pregnancy duration esti-
mated based on ultrasonography is the same as in women
without toxoplasmosis but the pregnancy duration esti-
mated from the date of the last menstruation is longer.
Hypothesis 4
Women with and without toxoplasmosis differ from each
other in the secondary sex ratio [9] and the reported dif-
ference between growth curves for male and female
fetuses explains the slower fetal development in infected
women at pregnancy week 16. Therefore no differences in
fetal age and pregnancy length will be observed between
Toxoplasma-infected and Toxoplasma-free women at preg-
nancy week 16 when the male and female fetuses are stud-
ied separately.
In our cohort study, we analysed clinical records of 1,035
pregnant women tested for the presence of anamnestic
antibodies against Toxoplasma to decide which of the four
above mentioned hypotheses best corresponds to the
empirical data.
Methods
The experimental set consisted of clients of two private
clinics (Centres of Reproductive Medicine in Prague 5 and
Prague 8). The experimental design was a cohort study.
With the help of the personnel from these clinics, anony-
mous data was collected on the progress of 1,053 preg-
nancies. The original data set included records of all
clients tested for toxoplasmosis from 1996–2004 who
were Czech citizens and inhabitants of the city of Prague.
Women were serologically tested for toxoplasmosis at
about pregnancy week 16. The presence of anamnestic
antibodies against Toxoplasma was diagnosed with the
indirect immunofluorescence test (IIFT) at dilutions
between 1:8 and 1:1024. The samples with specific fluo-
rescence visible in a 1:16 or higher dilution was consid-
ered as Toxoplasma-positive. In the study set, 208 women
tested Toxoplasma-positive (prevalence of 19.8%). Clinical
records comprised maternal antibody titres, age, number
of previous deliveries, number of previous abortions,
newborn's sex and birth weight and length, date of the last
menstruation, pregnancy length estimated based on the
first ultrasonography (mostly between pregnancy weeks 8
and 12), and bioparameter data from fetal ultrasonogra-
phy (biparietal diameter, abdominal circumference,
femur length) done approximately at pregnancy weeks 20
and 30. The data on the last menstruation can be affected
by stochastic errors; however, stochastic errors cannot be
responsible for false positive results.
The average maternal age was 30 (19–44). Thirty-six
women gave birth to twins, with 7 of them being Toxo-
plasma-infected. The data set included 642, 342, 58, 10
and 1 records concerning newborns from the first, second,
third, fourth and fifth pregnancy, respectively. Data on the
twins were excluded from the data set. Given that some
records were incomplete, 66 women with missing data
were excluded from the respective analyses. For example,
some women were excluded because of the missing data
on pregnancy length estimated based on ultrasonography
at pregnancy week 16 (43 cases), suspected acute toxo-
plasmosis, i.e. high IgM and IgA titres (2 cases) or proba-
ble error in the date of the last menstruation when the
difference in pregnancy length estimated based on ultra-Page 2 of 7
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was greater than 20 days (21 cases).
The influence of toxoplasmosis on pregnancy length at
pregnancy week 16 estimated based on the first ultra-
sonography was evaluated by the GLM (general linear
model) method. Independent variables in the model were
the binary variable TOXO and continuous variables
maternal age and pregnancy length estimated from the
last menstruation. The GLM model was also used for stud-
ying the effects of toxoplasmosis (independent variable
TOXO) and maternal age (independent continuous varia-
ble), on the newborn's birth length and weight, fetal bio-
parameters measured by ultrasonography at pregnancy
weeks 20 and 30, and pregnancy length. The continuous
variable pregnancy length estimated from the date of the
last menstruation was included into the model used for
testing the effect of toxoplasmosis on fetal bioparameters.
Women with preterm delivery (pregnancy length less than
266 days [10]), were excluded from testing for the influ-
ence of latent toxoplasmosis on overall pregnancy length
estimated both based on ultrasonography and from the
date of the last menstruation. All statistical testing includ-
ing the evaluation of statistical test assumptions (normal-
ity of data distribution, normality of residuals and
homogeneity of variances) were done using the Statistica®
6.0 software. The study was approved by the IRB of the
Faculty of Science, Charles University, and complied with
the current laws of the Czech Republic.
Results
The influence of toxoplasmosis on pregnancy length at
pregnancy week 16 estimated based on the first ultra-
sonography was evaluated by the GLM in the set of 915
mothers. The result showed that 185 Toxoplasma-infected
subjects had a shorter pregnancy (111.56 days) than 730
Toxoplasma-free subjects (112.59 days) (F1,911 = 6.1, P =
0.0137). The continuous predictors in the model were
also significant: maternal age (F1,911 = 4.0, P = 0.0456),
and presumptive pregnancy length estimated from the
date of the last menstruation (F1,911 = 484.0, P < 0.0001).
The same model was used for evaluating the effects of tox-
oplasmosis separately in women with male and female
offspring. In both cases the influence of latent toxoplas-
mosis on pregnancy length was significant in one-tailed
tests (male newborns: n = 507, F1,503 = 3.5, P1 = 0.0313,
female newborns: n = 396, F1,392 = 2.9, P1 = 0.0459). The
separate tests for primiparous and multiparous women
showed that the effect of toxoplasmosis was significant for
multiparous women (n = 362, F1,358 = 5.8, P = 0.0164),
Differences in pregnancy length estimated based on ultrasonography at pregnancy week 16 (estimated from the date of the last menstruation) between Toxoplasma-infected an  Toxopl ma-free womenFigu  1
Differences in pregnancy length estimated based on ultrasonography at pregnancy week 16 (estimated from the date of the last 
menstruation) between Toxoplasma-infected and Toxoplasma-free women. Left graph, primparas (P = 0.2546), right graph, mul-
tiparas (P = 0.0164).Page 3 of 7
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cant (n = 553, F1,549 = 1.3, P = 0.2546) (Figure 1).
Toxoplasmosis had no effect on fetal bioparameters meas-
ured by ultrasonography at pregnancy weeks 20 and 30 in
both the whole study set (Table 1) and the subset of mul-
tiparous women (not shown). Similarly, toxoplasmosis
had no effect on newborn's birth length and weight both
in the whole study set: birth length (n = 784, F1,780 = 1.6,
P = 0.2071, averages: 50.47 cm in Toxoplasma-infected and
50.66 cm in Toxoplasma-free women), birth weight (n =
962, F1,958 = 0.00, P = 0.9872, averages: 3497.61 g in Tox-
oplasma-infected and 3493.44 g in Toxoplasma-free
women) and in the subset of multiparous women: birth
length (n = 324, F1,320 = 2.9, P = 0.0873, averages: 50.30
cm in Toxoplasma-infected and 50.77 cm in Toxoplasma-
free women), birth weight (n = 398, F1,394 = 0.23, P =
0.6284, averages: 3499.61 g in Toxoplasma-infected and
3535.18 g in Toxoplasma-free women).
Toxoplasma-infected women had longer pregnancy than
Toxoplasma-free women (281.03 vs. 279.82 days, based on
ultrasonography) (283.02 vs. 281.65 days, based on the
date of the last menstruation) (Figures 2 and 3). The
effects of toxoplasmosis and maternal age on pregnancy
length were significant (based on ultrasonography: n =
884, F1,881 = 5.0, P = 0.0256, maternal age: F1,881 = 4.3, P =
0.0378), (based on the date of the last menstruation: n =
871, F1,868 = 5.9, P = 0.0151, maternal age: F1,868 = 18.0, P
= 0.0001). To estimate influence of available confounding
variables and interactions, we also analysed two models
with independent variables TOXO, newborn's SEX and
PARITY (0 – primipara, 1 – multipara), and the dependent
variable pregnancy length estimated either based on ultra-
sonography or from the date of the last menstruation. The
effect of TOXO on pregnancy length estimated both based
on ustrasonography and from the date of last menstrua-
tion was significant (pregnancy lengthUSG: n = 882, F1,873
= 4.9, P = 0.0264, maternal age F1,873 = 3.9, P = 0.0491,
newborn's SEX F1,873 = 0.9, P = 0.3303, PARITY F1,873 = 1.5,
P = 0.199; pregnancy lengthLM: n = 869, F1,860 = 6.1, P =
0.0138, mother's age F1,860 = 16.6, P = 0.0001, newborn's
SEX F1,860 = 0.2, P = 0.674, PARITY F1,860 = 0.6, P = 0.663).
On the other hand, no effect of interaction, including
TOXO-PARITY and TOXO-newborn's SEX, was significant
in any model.
Discussion
The results confirmed the already reported differences in
the early fetal development between Toxoplasma-infected
and Toxoplasma-free women. As for our four proposed
hypotheses, the obtained data confirm hypothesis No. 1
that assumes the slower fetal development in women with
toxoplasmosis with the determination of pregnancy
length based on fetal bioparameters. Hypotheses No. 2
and 3 can be rejected on the basis of the observed differ-
ences in pregnancy length between Toxoplasma-infected
and Toxoplasma-free women and Hypothesis No. 4 was
disproved on the basis of positive results of the analysis
performed separately for the male and female offspring.
The slower fetal development in infected women can be
explained at least by three principally different proximal
mechanisms. Toxoplasma could directly retard the fetal
development or could shift the moment of the implanta-
tion of the blastocyst or reduce the stringency of embryo
quality control, thus allowing fetuses with mild develop-
mental disorders to escape it. Retarded fetal development
could be a result of subclinical health impairment in Tox-
oplasma-infected women. Chronic pathogenic processes
can affect the circulation of blood in the uterus and mater-
nal part of the placenta with consequent fetal malnutri-
tion [11]. Toxoplasmosis could cause defects in the
general metabolism and fetal growth in Toxoplasma-
Table 1: Fetal ultrasonography data in Toxoplasma-infected and Toxoplasma-free women at pregnancy weeks 20 and 30
20th week of the gravidity 30th week of the gravidity
BPD AC FL BPD AC FL
n (toxo.neg./toxo.poz.) 952 (760/192) 925 (378/187) 952 (760/192) 940 (750/190) 913 (727/186) 937 (747/190)
F 0.0 1.4 3.1 0.2 0.0 1.0
P 1 0.2432 0.0781 0.6291 0.8679 0.3124
Mean (SE) toxo. neg. 48.94(0.14) 153.27(0.53) 34.58(0.12) 78.21(0.13) 266.64(0.56) 58.71(0.12)
toxo. poz. 49.01(0.26) 152.57(0.98) 34.97(0.23) 78.41(0.24) 267.18(1.05) 59.00(0.21)
maternal age F 12.8 16.2 4.3 24.0 31.5 22.2
P 0.0004 < 0.0001 0.0388 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
pregnancy 
length
F 860.2 864.9 687.7 592.0 467.2 589.2
P < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Fetal parameters are shown in millimetres. The results of statistical tests (F and P) were obtained with toxoplasmosis as the independent variable 
and maternal age and pregnancy length estimated from the date of the last menstruation as continuous predictors. BPD – biparietal diameter, AC – 
abdominal circumference, FL – femur length.Page 4 of 7
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Differences in pregnancy length estimated from the date of the last menstruation between Toxoplasma-infected and Toxo-plasma-fr e wom n (P = 0.0151)Figu  2
Differences in pregnancy length estimated from the date of the last menstruation between Toxoplasma-infected and Toxo-
plasma-free women (P = 0.0151).
Differences in pregnancy length estimated based on ultrasonography between Toxoplasma-infected and Toxoplasma-free women (P = 0.0256)Figu  3
Differences in pregnancy length estimated based on ultrasonography between Toxoplasma-infected and Toxoplasma-free women 
(P = 0.0256).
BMC Infectious Diseases 2007, 7:114 http://www.biomedcentral.com/1471-2334/7/114infected women. In its early phase, the fetal development
is most susceptible to environmental disturbances [12]. It
is in agreement with our observation, namely with the fact
that the differences between Toxoplasma-infected and Tox-
oplasma-free women were strongest early in pregnancy,
and turned out to be nonsignificant at pregnancy weeks
20 and 30.
The influence of toxoplasmosis on pregnancy was only
observed in multiparous women and remained nonsignif-
icant in primiparous women. It suggests that the maternal
immune system could play some role in the proximate
mechanism of impairment of the fetal development in
Toxoplasma-infected women. Immunological memory is
suspected to be responsible for the differences between
the first pregnancy and the following ones [13,14]. Two
different immunological hypotheses can be suggested for
the effect of toxoplasmosis on pregnancy. The first one
assumes that the changes to the immune system could
delay the implantation of the blastocyst in multiparous
women with toxoplasmosis. The maternal immunoreac-
tivity against the blastocyst is known to play a significant
role in the process of implantation [15]. Toxoplasmosis is
accompanied by the production of immunosuppressive
lymphokines IL-10 and TGF-beta [16,17] that can inter-
fere with the process of immunization. Therefore, Toxo-
plasma-infected women could be less immunized by
antigens on the surface of the blastocyst during the first
pregnancy and consequently, the blastocyst implantation
in later pregnancies could be delayed.
The other hypothesis suggests that Toxoplasma could
weaken or switch off the mechanism of spontaneous
abortion, normally responsible for removal of embryos
with developmental defects (and also with a slower fetal
growth rate). Some components of the immune system
probably play a role in the effector arm of this quality con-
trol process. Toxoplasmosis is known to be associated
with suppression of the immune system [18]. Due to
immunosuppression, Toxoplasma-infected mothers could
bear to full term more children with developmental
defects. This could explain the smaller fetal size at the first
ultrasonography as well as longer pregnancy in Toxo-
plasma-infected women. The stronger effect of toxoplas-
mosis in multiparous women can result from the previous
immunization by trophoblast or embryonic antigens
leading to generally higher stringency of quality control
mechanisms. In Toxoplasma-free multiparous (and there-
fore immunized) women, most fetuses with any develop-
mental defect are likely to be aborted. In Toxoplasma-
infected women whose immunization against trophob-
last and embryonic antigens is lower (due to Toxoplasma
induced immunosuppression), a higher percentage of
defective embryos are likely to survive.
Most previous studies assumed that the latent toxoplas-
mosis-associated behavioural and physiological changes
are a product of Toxoplasma infection [19]. It cannot be
excluded by any case-control study, however, that Toxo-
plasma infection is in fact only statistically associated with
some unknown socioeconomic or possibly even infection
factor that is responsible for the observed effects. On the
other hand, most toxoplasmosis-associated effects such as
changes in novelty seeking, activity, reaction times and
the secondary sex ratio have been already confirmed by
experimental infection of laboratory mice or rats [19,20].
Therefore, the direct effects of Toxoplasma on the organism
of its host seem to be the most parsimonious explanation
for the observed phenomena.
The effect of latent toxoplasmosis on pregnancy is rather
low. The relatively high statistical significance is partly
caused by the large size of the studied sample (n = 915); it
must be stressed, however, that the effect size estimated
on the basis of the eta squared is less than 1%. The differ-
ence in pregnancy length of 1.3 days seems to be of no
importance for clinical practice. However, the slightly
retarded fetal development could not be the only effect of
latent toxoplasmosis on pregnancy. Nothing is known
either about the possible influence of latent toxoplasmo-
sis in the mother on the postnatal development of her
child. Latent toxoplasmosis affects as many as 84% of
women in some populations [21], while the risk of acute
toxoplasmosis during pregnancy is usually only 1–2%
[22]. Therefore, the impact of latent toxoplasmosis on
public health can be in fact even higher than that of acute
and congenital toxoplasmosis. In this context, more atten-
tion should be paid to the study of effects of this "asymp-
tomatic" form of toxoplasmosis on the prenatal and
postnatal development in the future.
Conclusion
The obtained data confirmed that the fetal development
in Toxoplasma-infected women is slower, but the delivery
does not take place until the fetus reaches the usual birth
parameters, e.g. birth weight and length. The maternal
immune system probably plays a role in the proximate
mechanism of impairment of the fetal development in
Toxoplasma-infected women.
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Abstract The immunosuppression hypothesis suggests that
the increased sex ratio in mice and women with latent
toxoplasmosis, retarded embryonic growth in the early
phases of pregnancy, prolonged pregnancy of Toxoplasma-
infected women, and increased prevalence of toxoplasmosis
in mothers of children with Down syndrome can be
explained by the presumed immunosuppressive effects of
latent toxoplasmosis. Here, we searched for indices of
immunosuppression in mice experimentally infected with
Toxoplasma gondii. Our results showed that mice in the
early phase of latent infection exhibited temporarily
increased production of interleukin (IL)-12 and decreased
production of IL-10. In accordance with the immunosup-
pression hypothesis, the mice showed decreased production
of IL-2 and nitric oxide and decreased proliferation reaction
(synthesis of DNA) in the mixed lymphocyte culture in the
early and also in the late phases of latent toxoplasmosis. Since
about 30% of the world population are latently infected by
T. gondii, the toxoplasmosis-associated immunosuppression
might have serious public health consequences.
Introduction
Toxoplasma gondii (Apicomplexa) is one of the most
common parasitic protozoa in humans. The prevalence of
Toxoplasma infection varies mostly from 20% to 80% in
different territories (Tenter et al. 2000). The main source of
infection for humans is the consumption of raw or under-
cooked meat of an intermediate host (particularly pig,
sheep, and rabbit) harboring tissue cysts and foods or water
contaminated with soil containing oocysts excreted by cats
(Tenter et al. 2000; Beatie 1982). Acquired toxoplasmosis
progresses in two clinical phases. The initial phase of
infection, acute toxoplasmosis, is elicited by the tachyzoites
as the predominant stage of T. gondii and can cause more or
less serious clinical symptoms and, in pregnant woman,
transplacental infection in the fetus. In immunocompetent
subjects, acute toxoplasmosis spontaneously turns into the
second stage, i.e., latent toxoplasmosis. Latent toxoplasmosis
is clinically asymptomatic, but usually life-long infection,
characterized by the presence of Toxoplasma bradyzoite
cysts, typically in the nervous and muscular tissues, and by
lifelong protective (both humoral and cellular) immunity to
reinfection, manifested by the presence of low levels of anti-
Toxoplasma IgG in the serum of infected individuals. There
is no risk of transplacental infection from pregnant women
with latent toxoplasmosis to the fetuses.
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Latent toxoplasmosis is known to influence human
pregnancy. Pregnant women with latent toxoplasmosis have
been reported to have seemingly younger fetuses at pregnancy
week 16 (Flegr et al. 2005; Kaňková and Flegr 2007). Two
different immunological hypotheses were suggested to
explain this effect of toxoplasmosis on pregnancy. The first
one assumes that the changes in the immune system could
delay the implantation of the blastocyst in multiparous
women with toxoplasmosis. The other hypothesis is that
Toxoplasma could weaken or switch off the mechanism of
spontaneous abortion, normally responsible for the removal
of embryos with developmental defects (and also with a
slower fetal growth rate). The latter hypothesis was recently
supported by the observed increase in the secondary sex
ratio in children of women with latent toxoplasmosis
(Kaňková et al. 2007a). The probability of the birth of a
boy increased up to 0.71, which means that about 250
boys were born for every 100 girls, in women with
moderate concentrations of anti-Toxoplasma antibodies
(and therefore probably with recent but already latent
infection). This effect of latent toxoplasmosis was later
confirmed in experimental infection of mice (Kaňková et
al. 2007b). Mice with toxoplasmosis produced a higher
sex ratio (expressed as the proportion of males in all
offspring) than controls, in the early phase of latent
infection. The authors suggested that the increased sex
ratio both in Toxoplasma-infected mice and humans might
be just a nonadaptive side effect of Toxoplasma-induced
immunosuppression—protection of more immunogenic
male embryos against selective abortion.
Many studies, including several reviews, have covered the
changes in the immune system associated with acute
toxoplasmosis (Remington and Krahenbuhl 1982; Alexander
and Hunter 1998; Blader and Saeij 2009; Costa da Silva and
Langoni 2009). In contrast to acute toxoplasmosis, there is a
lack of information about immunomodulatory and especially
immunosuppressive effects of Toxoplasma infection in the
latent phase. It is known that in the latent phase of
toxoplasmosis, Toxoplasma-infected cells can be killed by
CD8+ T lymphocytes and activated macrophages and the
pivotal role of interferon (IFN)-γ producers is adopted by
CD4+ T cells (Alexander et al. 2000). In mice infected with
an avirulent Toxoplasma strain, the interleukin (IL)-10 level
increased after the acute phase of infection and correlated
with susceptibility to reinfection with a different T. gondii
strain (Brandao et al. 2009). Ulku et al. (2008) have found
significantly higher nitric oxide (NO) levels in humans with
latent toxoplasmosis compared with seronegative controls
and Dzitko et al. (2008) have found increased prevalence of
latent toxoplasmosis in women with an aberrant level of a
strong immunomodulator, the prolactin.
To confirm the critical premise of the immunosuppression
hypotheses of latent toxoplasmosis-based embryonic
growth retardation, sex ratio shift, and decrease in the
stringency of quality control of embryos, we searched for
indices of immunosuppression in mice with latent
toxoplasmosis by monitoring the production of NO and
various cytokines, as well as by testing the proliferative
activity of stimulated spleen cells.
Materials and methods
Experimental animals and infection
In the experiment, a total of 80 BALB/c female mice at the
age of 5–6 weeks (mean weight 17.5 g) were used. One half
of the mice were orally infected with brain homogenate
from mice infected with a relatively avirulent cystogenic
strain HIF of T. gondii (Kodym et al. 2002). To eliminate a
possible confounding effect of body weight, pairs of mice
of the same weight were selected first, and then one
animal of each pair was included in the “infected” group
and the other was placed in the control group. Each mouse
of the “infected” group was given orally 75 μl of brain
homogenate containing approximately ten tissue cysts.
The controls were given the same amount of isotonic
saline (0.8% NaCl). The mice were maintained in groups
of five.
The course of the acute infection was monitored by
visual inspection and regular measurement of body weight.
The symptoms of acute toxoplasmosis (i.e., lethargy and
ruffled fur) were observed on days 6–9. The collection of
samples for immunological analysis began after the end of
acute toxoplasmosis, i.e., 2 months after the infection
(Kodym et al. 2002). The mice were regularly weighed (at
least twice a week) during the entire experiment and always
before blood sample collection.
The mice were divided into four groups of 20 (10
infected animals and 10 controls). Blood and macrophage
samples were collected 9, 11, 13, and 15 weeks after the
infection. Approximately 0.5–1 ml of blood was obtained
from the tail vein of both infected and control mice. The
collection of peritoneal macrophages was performed in
Narcotan-anesthetized mice. At the end of the experiment
(17 weeks after the infection), the mice were killed and the
spleens of eight infected and six control mice were removed
and homogenized for in vitro tests.
The efficiency of the experimental Toxoplasma infec-
tion in mice was confirmed by the complement fixation
test for detection of specific anti-Toxoplasma antibodies
(Ondriska et al. 2003), and mice with undetected or very
low concentrations of specific antibodies were excluded
from the analysis. The final set of experimental animals
included 73 mice, i.e., 35 infected females and 38 control
females.
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Cytokine production and determination
Peritoneal macrophages obtained by washing the peritoneal
cavity with 10 ml of cell culture medium (RPMI 1640 with
10% fetal calf serum (FCS)) were cultivated at a concen-
tration of 1×106 cells/ml in a volume of 0.4 ml of RPMI
1640 medium (Sigma, St. Louis, MO, USA) containing
10% FCS (Sigma), antibiotics (100 U/ml of penicillin,
100 μg/ml of streptomycin), 10 mM HEPES buffer, and
5×10−5 M 2-mercaptoethanol (thereafter called as complete
RPMI 1640 medium) for 48 h. Macrophages were either
unstimulated or stimulated with 1.5 μg/ml of bacterial
lipopolysaccharide (LPS, Difco Laboratories, Detroit, MI,
USA) and 200 U/ml of mouse IFN-γ (PeproTech, Rocky
Hill, NJ, USA). The cell culture supernatants were collected
after a 48-h incubation period for IL-10, IL-12, and NO
determination. The macrophages were tested only in groups
1 and 4, i.e., 9 and 15 weeks after the infection.
The concentrations of IL-12 were also analyzed in the
serum. Given the limitation by the amount of blood samples
obtained and other technical obstacles, the concentrations
of some cytokines were determined only in some groups.
The spleens from eight infected and six control mice
were homogenized and the isolated spleen cells were incubated
at a concentration of 0.5×106 cells/ml either unstimulated or
stimulated with Concanavalin A (Con A, Sigma) (1.5 μg/ml),
or 0.75×106 spleen cells/ml were stimulated with irradiated
1×106/ml spleen cells from C57BL/10 mice. The cell super-
natants were harvested after 24 h/48 h (IL-2 determination),
48 h/72 h (IFN-γ determination), and 72 h/96 h (IL-4 and
IL-10 determination) of incubation.
The presence of cytokines in the supernatants (and sera)
was measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) using sets of cytokine-specific capture and detection
monoclonal antibodies (mAb) purchased from PharMingen
(San Diego, CA, USA) (IL-2, IFN-γ, IL-4, and IL-10) and
from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) (IL-12). For
the quantification of cytokine levels, standards for IL-2,
IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-10, and IL-12 were included in all
ELISA determinations.
Nitrite assay
The nitrite concentrations were measured using the Griess
reaction (Green et al. 1982). Nitrite was quantified by
spectrophotometry at 540 nm using sodium nitrite as a
standard.
Cell proliferation analysis
Spleen cells from controlled and infected mice were cultured
in the complete RPMI 1640 medium at a concentration of
0.75×106 cells/ml alone or were stimulated with Con A
(1.5 μg/ml) or LPS (1.5 μg/ml), or at a concentration of
1.5×106 cells/ml with irradiated spleen cells from C57BL/10
mice (1×106 cells/ml) in a final volume of 200 μl of
culture medium in 96-well plates (Corning Co., Corning,
NY, USA). To determine cell proliferation, 0.5 μCi/well of
3H-thymidine (Nuclear Research Institute, Rez, Czech
Republic) was added to the cultures for the last 6 h of the
72-h cultivation period (Con A or LPS stimulation) or of
the 96-h incubation period. The radioactivity incorporated
in the spleen cells was measured using a Tri-Carb 2900TR
scintillation counter (Packard, Meridien, CT, USA).
Statistical analysis
The data were statistically analyzed using the program
Statistica® 6.0. Five infected mice without detectable level
of anti-Toxoplasma antibodies and two control females for
which a sufficient amount of sera was not available were
excluded from the analysis.
Since the levels of interleukin, NO, and other immune
markers were not normally distributed even after log-
transformation, nonparametric Kendall correlation with
variables TOXO (positive/negative) and level of interleukin
(or other immune markers) as factors was used to assess the
influence of toxoplasmosis on individual interleukin levels
both in the supernatants from spleen cells (blood) and in the
macrophages. To control for the confounding effect of time
from the infection, the partial Kendall tau correlation test
was used in all analyses (Siegel and Castelan 1988; Sheskin
2003); the spreadsheet for the computation of the partial
Kendall tau correlation test is available at http://natur.cuni.
cz/flegr/programy.php.
Results
Difference in immunological reactivity between infected
and control mice
The partial Kendall correlation (with time from the
infection as a covariate) showed that latent toxoplasmosis
strongly affects the immune system of infected mice from
9 to 15 weeks after the infection.
Latent toxoplasmosis significantly increased the level
of serum IL-12. While the median concentration of IL-12
in the serum of control mice was 8.6 pg/ml, serum from
infected mice contained 670 pg/ml (n=52, tau=0.695,
z=7.271, P<0.001). Since IL-12 is produced mainly by
macrophages and other antigen-presenting cells, we
determined IL-12 production by nonstimulated and LPS-
stimulated peritoneal macrophages from control and infected
mice. As demonstrated in Fig. 1, unstimulated macrophages
from infected mice produced spontaneously significantly
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more IL-12 than macrophages from control mice (n=37,
tau=0.617, z=5.372, P<0.001), and this difference was
even more profound after stimulation with LPS (n=37,
tau=0.750, z=6.534, P<0.001).
On the contrary to IL-12, both unstimulated (n=37,
tau=−0.387, z=−3.375, P<0.001) and stimulated (n=37,
tau=−0.441, z=−3.845, P<0.001) macrophages from
infected mice produced significantly less IL-10 than macro-
phages from infected mice (Fig. 2). Similarly, production of
IL-6 by unstimulated macrophages from infected mice was
significantly decreased (n=17, tau=−0.508, z=−2.846, P=
0.004). The negative influence of toxoplasmosis on the level
of IL-6 after stimulation with LPS approached the level of
significance (n=17, tau=−0.339, z=−1.901, P=0.057; me-
dian 666 pg/ml in controls and 633 pg/ml in infected mice).
There was no evidence of a significant influence of
latent toxoplasmosis on the level of NO produced by
nonstimulated macrophages (n=37, tau=0.128, z=0.117,
P=0.264); however, macrophages of Toxoplasma-positive
mice produced less NO after stimulation with LPS than
macrophages from control mice (n=37, tau=−0.286,
z=−2.487, P=0.013) (Fig. 3).
The analysis of the reactivity of spleen cells included 14
mice (eight infected animals and six controls). Splenocytes
from the infected mice produced significantly more IFN-γ
(n=14, tau=0.726, z=3.618, P=0.003) (Fig. 4a) and
significantly less IL-4 (n=14, tau=−0.424, z=−2.111,
P=0.035) after stimulation with Con A (Fig. 4b). After
stimulation with irradiated allogeneic cells, the splenocytes
from Toxoplasma-infected mice produced significantly less
IL-2 (n=14, tau=−0.428, z=−2.134, P=0.033) (Fig. 4c)
and incorporated significantly less radioactive thymidine,
i.e., they had a decreased proliferative response (n=14,
tau=−0.454, z=−2.261, P=0.024) (Fig. 4d) than splenocytes
from control mice. The concentrations of other monitored
cytokines (IL-6, IL-10, and IFN-γ) in supernatants after
stimulation with irradiated allogeneic splenocytes and
proliferation of unstimulated Con A or LPS-stimulated
splenocytes did not significantly differ between infected
and control mice.
Fig. 1 Differences in IL-12 levels a in supernatants from non-
stimulated macrophages and b in supernatants from LPS-stimulated
macrophages between Toxoplasma-infected and control mice at 9 and
15 weeks after infection (x axis). The y axis shows the level of IL-12
in control (left part of each panel) and Toxoplasma-infected (right part
of each panel) mice 9 and 15 weeks after infection. The boxes and
spreads show median and 25–75% range, respectively. The numbers
above the boxes show the number of mice in a particular category
Fig. 2 Differences in IL-10 levels a in supernatants from non-
stimulated macrophages and b in supernatants from LPS-stimulated
macrophages between Toxoplasma-infected and control mice at 9 and
15 weeks after infection (x axis). The y axis shows the level of IL-10
in control (left part of each panel) and Toxoplasma-infected (right part
of each panel) mice at 9 and 15 weeks after infection. The boxes and
spreads show median and 25–75% range, respectively. The numbers
above the boxes show the number of mice in a particular category
Fig. 3 Differences in NO levels a in supernatants from nonstimulated
macrophages and b in supernatants from LPS-stimulated macrophages
between Toxoplasma-infected and control mice at 9 and 15 weeks
after infection (x axis). The y axis shows the level of NO in control
(left part of each panel) and Toxoplasma-infected (right part of each
panel) mice at 9 and 15 weeks after infection. The boxes and spreads
show median and 25–75% range, respectively. The numbers above the
boxes show the number of mice in a particular category
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Difference between immunoreactivity of infected mice
in the 9th and 15th weeks of the study
In further analyses, we studied the differences in the levels
of interleukins and NO produced by macrophages of
infected mice in two stages of latent infection: 9 weeks
after the infection (n=10) and 15 weeks after the infection
(n=7). The binary variable STAGE (either 9 weeks or
15 weeks after the infection) was used as an independent
variable and the levels of the NO, IL-12, or IL-10 served as
dependent variables in separate analyses. The macrophages
of infected mice produced significantly higher levels of
NO (n=17, tau=−0.519, z=−2.908, P=0.004) (Fig. 3) and
IL-12 (n=17, tau=−0.429, z=−2.404, P=0.016) (Fig. 1)
without stimulation and significantly lower levels of IL-10
after stimulation with LPS (n=17, tau=0.567, z=3.175,
P=0.002) (Fig. 2) at 9 weeks than at 15 weeks after the
infection. There were no significant differences in other
immunological markers (NO after LPS stimulation, IL-12
after LPS stimulation, or IL-10 without stimulation).
Difference between immunoreactivity of control mice
in the 9th and 15th weeks of the study
The same analyses were repeated for the control group of
mice. We studied the differences in the levels of interleukins
and NO produced bymacrophages in control mice at the same
two age stages as in the infected mice: 9 weeks after the
infection (n=10) and 15 weeks after the infection (n=10).
The younger control mice had significantly higher IL-10
levels without stimulation (n=20, tau=−0.444, z=−2.735,
P=0.003) (Fig. 2) and after LPS stimulation (n=20,
tau=0.5032, z=3.102, P=0.001) (Fig. 2) and significantly
lower levels of IL-12 after stimulation with LPS (n=20,
tau=0.564, z=3.474, P<0.001) (Fig. 1) than older control
mice. There were no significant differences in other
immunological markers (NO production after LPS stimula-
tion and IL-12 production without stimulation) between
younger and older control mice. The influence of the
animal’s age on the NO production without stimulation
approached the level of significance (n=20, tau=−0.2486,
z=−1.532, P=0.063) (Fig. 3), with younger control mice
producing higher NO levels without stimulation.
Discussion
The results showed that during latent toxoplasmosis,
significant modifications of cytokine production and
modulation of some parameters of the immune response
occurred. The most remarkable were the changes in the in
vitro production and in the in vivo serum levels of IL-12.
The mice infected 15 weeks earlier with no clinical signs of
disease had significantly increased levels of serum IL-12.
Since IL-12 is produced by antigen-presenting cells, we
measured the production of IL-12 by macrophages
Fig. 4 The analysis of the reactivity of spleen cells from control and
infected mice that were killed 17 weeks after the infection. a
Production of IFN-γ after stimulation with Con A, b production of
IL-4 after stimulation with the Con A, c production of IL-2 after
stimulation with irradiated allogeneic cells, d cell proliferation in
MLC after stimulation with irradiated allogeneic cells determined by
3H-thymidine incorporation, between Toxoplasma-infected and
Toxoplasma-free mice. Toxoplasma-free mice are in the left part
and Toxoplasma-infected mice are in the right part of each panel.
The boxes and spreads show median and 25–75% range, respec-
tively. The numbers above the boxes show the number of mice in a
particular category
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obtained from the peritoneal cavity of control and infected
mice. We observed that macrophages from infected mice
spontaneously produced more IL-12 than those from
control mice, and the difference was more pronounced
after macrophage stimulation with LPS.
Macrophages from the infected mice produced signifi-
cantly less IL-12 at 15 weeks than at 9 weeks after
infection; however, they still produced more IL-12 than
uninfected controls. The decrease in the IL-12 production in
the later phases of the infection was associated with the
increase in the production of IL-10 that has a suppressive
effect on the immune system and with the overall decrease
in the immunological reactivity. The comparison of the
immunoreactivity of the control (uninfected) and infected
mice at 9 and 15 weeks after the infection, however,
showed that most of the observed effects of length of
infection, generally the decrease in the immunoreactivity
between the 9th and 15th weeks, were actually the effects
of animal age.
After the stimulation with irradiated allogeneic cells, the
splenocytes from infected mice produced less IL-2 than
those from controls and their proliferative response after
stimulation with alloantigens was significantly lower in
comparison with the cells from controls (uninfected mice).
It can be concluded that despite the indices of certain
immunostimulation (increased production of IL-12 and IFN-
gamma), the important components of the effector arm of the
immune system (IL-2 production and proliferative activity of
splenocytes after stimulation with allogeneic cells) were
downregulated in mice during the latent phase of Toxoplasma
infection. While the production of certain cytokines
returned to a normal level between weeks 9 and 15 of
infection, the production of NO by LPS-stimulated macro-
phages and proliferative activity of splenocytes stimulated
with allogeneic cells remained suppressed. Therefore,
unlike the transient immunostimulation, the observed
immunosuppression is probably a specific effect of latent
toxoplasmosis rather than a nonspecific carryout effect of
the acute phase of the past infection.
The results for the infected mice are in accordance with
the hypothesis that the increased probability of birth of
male offspring in Toxoplasma-infected mice (Kaňková et al.
2007b) and humans (Kaňková et al. 2007a) might be just a
nonadaptive side effect of Toxoplasma-induced immuno-
suppression. Similarly, the immunosuppression could also
be responsible for the observed longer pregnancy of
mothers with latent toxoplasmosis (Kaňková and Flegr
2007), either due to reduced implantation potential of the
fertilized ovum in immunosuppressed females (Krackow
1995) or due to higher probability of survival of fetuses
with genetic or developmental variations (Flegr et al. 2005;
Kaňková and Flegr 2007) including chromosomal aberra-
tions (which can also explain the extremely high prevalence
(about 84%) of latent toxoplasmosis in mothers of children
with Down syndrome (Hostomská et al. 1957)). It can only
be speculated whether the observed immunosuppression
could be also responsible for the strong effect of latent
toxoplasmosis on weight gain during pregnancy in Rh-
negative women (Kaňková et al. 2010). Our results,
namely, the decreased production of NO by stimulated
macrophages and decreased production of IL-2 and IL-4
and a lower proliferative activity of splenocytes suggest that
the immunosuppression might play an important role in the
observed physiological effects of latent toxoplasmosis.
Between 20% and 80% of the population in various
countries have life-long “asymptomatic” latent toxoplas-
mosis. The toxoplasmosis-associated immunosuppression
might influence the risk and course of various infectious
and autoimmune diseases and therefore might have serious
public health consequences.
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SUMMARY
Objective. RhD-positive subjects are protected against toxoplasmosis-associated impairment of psychomotor
performance. Here we searched for RhD-positivity-associated maternal protection against the eﬀects of toxoplasmosis.
Methods. In the present retrospective cohort study, we analysed data from 785 (139 RhD-negative) Toxoplasma-free
and 194 (27 RhD-negative) Toxoplasma-infected pregnant women. We searched for eﬀects of toxoplasmosis and Rhd-
phenotype on maternal weight before pregnancy, pregnancy weight gain, fetal ultrasound data (biparietal diameter,
abdominal circumference, femur length) and on birth length andweight.Results.At pregnancyweek 16, the RhD-negative
mothers with toxoplasmosis gained more weight than others (P<0·001). The diﬀerence of about 1600 g remained ap-
proximately constant from pregnancy week 16 until the end of pregnancy. Neither toxoplasmosis nor RhD phenotype
had any eﬀect on fetal bioparameter data or birth length and weight. Conclusion. The most parsimonious explanation for
the observed data is that the RhD-positive phenotype might protect infected subjects against a broad spectrum of
detrimental eﬀects of latent toxoplasmosis, including excessive gestational weight gain.
Key words: pregnancy weight gain, RhD, Toxoplasma, blood group.
INTRODUCTION
Toxoplasmosis, a zoonosis caused by the protozoan,
Toxoplasma gondii, is probably the most widespread
human parasitosis in developed countries. In im-
munocompetent humans, post-natally acquired toxo-
plasmosis is either inapparent or is accompanied
by cervical lymphadenopathy with fever, joint pain,
headache and tiredness (Jones et al. 2001). The acute
disease promoted by rapidly dividing tachyzoites
usually spontaneously proceeds to the latent toxo-
plasmosis. During latent toxoplasmosis, the parasite
survives in the form of bradyzoites in tissue cysts,
usually providing immunity against re-infection for
the rest of the host’s life. Latent toxoplasmosis is
generally considered to be clinically asymptomatic;
however, it is accompanied by speciﬁc changes in
the personality proﬁle, behaviour and psychomotor
performance (Havlíček et al. 2001; Flegr et al. 1996;
Lindová et al. 2006). The most damaging form of
toxoplasmosis is congenital toxoplasmosis. In preg-
nant women with the acute form of infection, the
parasite can infect the placenta and, after a lag period,
also the fetus. Approximately 20% of infants with
congenital infection have severe disease. Approxi-
mately 70% are asymptomatic at birth but can later
develop clinical signs, i.e. slower neurological and
mental development and late chorioretinitis (Tenter
et al. 2000).
For neonates born to mothers with latent toxo-
plasmosis, neither pathological changes nor health
damage due to maternal toxoplasmosis have been
reported. Possible eﬀects of latent toxoplasmosis on
the risk of abortion were speculated (Kimball et al.
1971); however, this speculation has not been con-
ﬁrmed in later studies (Giorgino and Maga, 1981;
Quablan et al. 2002). Pregnant women with latent
toxoplasmosis have been reported to have seem-
ingly younger (less developed) fetuses at pregnancy
week 16 and longer pregnancy (Flegr et al. 2005;
Kaňková and Flegr, 2007). Several explanations for
this ﬁnding were suggested, including retarded fetal
growth in Toxoplasma-infected women.
Recently, a protective eﬀect of RhD positivity
against latent toxoplasmosis-associated impairment
of psychomotor performance has been observed in
3 independent sets of male blood donors, 1 set of
male conscripts (Novotná et al. 2008), 1 set of fe-
male students (Flegr et al. 2008a) and 1 set of military
drivers (Flegr et al. 2009). The ﬁrst 2 studies have
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shown that RhD-positive subjects, especially the
heterozygotes, are protected against toxoplasmosis-
associated prolongation of reaction times and the
third study has shown that RhD-positive drivers
are protected against toxoplasmosis-associated in-
crease of risk of traﬃc accident. The RhD protein, a
product of the RHD gene, is a major component of
the Rh blood group system and carries the strongest
blood group immunogen, the D antigen. The struc-
ture homology data suggest that the RhD protein acts
as an ion pump of uncertain speciﬁcity and unknown
physiological role. This antigen is absent in a signiﬁ-
cant minority of the human population (RhD nega-
tives) due to the RHD deletion.
Until now, only the protective eﬀects of
RhD-positivity against psychomotor deterioration
(Novotná et al. 2008; Flegr et al. 2008a, and
personality changes and ageing (Flegr et al. 2010))
have been studied. It is not known whether RhD-
positive subjects are also protected against other
eﬀects of toxoplasmosis on human behaviour
(Lindová et al. 2006, 2010), level of testosterone
(Flegr et al. 2008b), sex ratio (Kaňková et al.
2007a,b) and embryonic development (Flegr et al.
2005; Kaňková and Flegr, 2007) or length of
pregnancy (Kaňková and Flegr, 2007). In the present
study, we searched for diﬀerences in the response of
RhD-positive and RhD-negative mothers to latent
Toxoplasma infection, namely a maternal weight
before pregnancy, an increase of pregnancy weight
gain, fetal bioparameters, birth length and birth
weight of newborns, by analysing clinical records of
1053 pregnancies.
MATERIALS AND METHODS
Subjects
The experimental set consisted of clients of 2 clinics
(Reproductive Medicine Centres in Prague 5 and
Prague 8). The experimental design was a cohort
study. With the help of the personnel from these
clinics, anonymous data were collected on the pro-
gress of 1053 pregnancies. The original data set in-
cluded records of all clients tested for toxoplasmosis
from 1996–2004 who were Czech citizens and resided
in Prague. Women were tested for toxoplasmosis at
about pregnancy week 16. The presence of antibodies
against Toxoplasma was diagnosed with the indirect
immunoﬂuorescence test at dilutions between 1:8
and 1:1024. The samples with speciﬁc ﬂuorescence
visible at a 1:16 or higher dilution were considered
as Toxoplasma-infected. Clinical records comprised
maternal anti-Toxoplasma antibody titres, maternal
age, number of previous deliveries, number of pre-
vious abortions, maternal weight before the preg-
nancy and at pregnancy weeks 16, 20, 30 and about
36, Rh factor, newborn’s sex and birth weight
and length, date of the last menstrual period,
pregnancy length estimated based on the ﬁrst
ultrasound (mostly between pregnancy weeks 8 and
12), and fetal ultrasound data (biparietal diameter,
abdominal circumference, femur length) obtained
approximately at pregnancy weeks 20 and 30.
The study was approved by the Institutional
Review Board of the Charles University, Faculty of
Sciences and complied with the current laws of the
Czech Republic.
Statistical analysis
The SPSS 16.0 was used for all statistical testing
including General Linear Model (GLM) tests (the
more robust analogy of ANOVA and ANCOVA test)
and testing of statistical assumptions (normality of
data and normality of residuals using Shapiro-Wilks
tests and residual graphs, homogeneity of variances
using Levene’s test for homogeneity of variances).
The signiﬁcance was shown as two-tailed p and
strength of eﬀects was shown as two-tailed p and η2
(analogy of R2 of ANOVA, reﬂecting part of total
variability of a dependent variable that can be ex-
plained by a particular factor). Maternal weight be-
fore pregnancy had a non-normal distribution, and
therefore we log-transformed the data prior to
analysis. Other statistical tests were performed with
raw, non-transformed data; however, there was
practically no diﬀerence between the results obtained
with and without log transformation of the maternal
weight gain data.
RESULTS
The mean maternal age was 30 years (range
19–44 years). The data set included 642, 342, 58,
10 and 1 records of the ﬁrst, second, third, fourth
and ﬁfth pregnancy, respectively. Thirty-six women
gave birth to twins whose data were excluded from
the data set. Women with incomplete clinical records
(e.g. without results of some clinical tests) were
excluded from particular statistical tests. Our ﬁnal
set consisted of 979 mothers. Among 785 (80·2%)
Toxoplasma-free mothers, 139 (17·7%) were RhD
negative and among 194 (19·2%) Toxoplasma-
infected mothers, 27 (13·9%) were RhD negative.
The mean maternal weight before pregnancy was
61·86 kg and mean maternal weight gains were
2·63 kg, 4·66 kg, 9·92 kg, and 13·73 kg at pregnancy
weeks 16, 20, 30 and 36, respectively.
We analysed the inﬂuence of toxoplasmosis
and RhD on maternal weight before pregnancy.
Toxoplasma-infected mothers had higher mean
weight than Toxoplasma-free mothers (63·56 kg
and 61·48 kg, respectively). The diﬀerence was sig-
niﬁcant in a simple general linear model with toxo-
plasmosis (toxo) and maternal age as independent
variables (P=0·023, η2=0·005); however, the analy-
sis with RhD, toxo and maternal age as independent
1774Š. Kaňková, J. Šulc and J. Flegr
variables showed no eﬀect of toxo (P=0·114,
η2=0·002). Similarly, the eﬀect of neither RhD
(P=0·313, η2=0·001) nor toxo-RhD interaction (P=
0·886, η2<0·001) on maternal weight before preg-
nancy was signiﬁcant (Fig. 1). The continuous pre-
dictormaternal age has signiﬁcantly positive inﬂuence
onmaternal age both in themodel with the RhD vari-
able (P=0·001, η2=0·011) and the simple model
without the RhD variable (P=0·001, η2=0·011).
The inﬂuence of toxo-RhD interaction on ma-
ternal weight gain at pregnancy weeks approximately
16, 20 and 30 was evaluated by the GLM in sets of
900, 933 and 936 mothers, respectively. The models
contained the independent binary variables toxo,
sex of newborn child and RhD and continuous vari-
ablesmaternal age, maternal weight before pregnancy
and presumptive pregnancy length (age of the fetus
in days). The sex of the newborn child and maternal
weight before pregnancy had no eﬀect on maternal
weight gain and therefore, these factors were ex-
cluded from ﬁnal testing. The eﬀect of toxo was
signiﬁcant in pregnancy weeks 16 (P=0·006, η2=
0·009) and 20 (P=0·049, η2=0·004) and nearly
signiﬁcant in pregnancy week 30 (P=0·073, η2=
0·003). The eﬀect of RhD was signiﬁcant in preg-
nancy week 16 (P=0·001, η2=0·012) but was not
signiﬁcant in pregnancy weeks 20 (P=0·127, η2=
0·003) and 30 (P=0·333, η2=0·001). The eﬀect of
toxo-RhD interaction was signiﬁcant in pregnancy
weeks 16 (P<0·001, η2=0·019), 20 (P=0·010, η2=
0·007) and 30 (P=0·049, η2=0·004). The continuous
predictor maternal age was signiﬁcant in pregnancy
weeks 16 and 20 (P<0·001, η2=0·017 and P<0·001,
η2=0·014, respectively) and was nearly signiﬁcant in
pregnancy week 30 (P=0·068, η2=0·004).
The exact pregnancy length was not estimated with
ultrasonography at the last examination at around
pregnancy week 36. Therefore, the inﬂuence of toxo-
RhD interaction on maternal weight gain in preg-
nancy week 36 in the set of 958 mothers was analysed
by GLM in the model with the binary variables toxo
and RhD and continuous variable maternal age. The
eﬀect of toxo was signiﬁcant (P=0·037, η2=0·005)
while the eﬀect of RhDwas not signiﬁcant (P=0·321,
η2=0·001) but the eﬀect of toxo-RhD interaction
was signiﬁcant again (P=0·016, η2=0·006). The ef-
fect of the continuous predictor maternal age was
not signiﬁcant (P=0·657, η2<0·001). At all 4 time-
points, i.e. in pregnancy weeks 16, 20, 30 and about
36, maternal weight gain was the highest in
Toxoplasma-infected and RhD-negative mothers
and this eﬀect was always signiﬁcant. The diﬀerence
of about 1600 g observed in pregnancy week 16
(4·12 kg in 25 RhD-negative, Toxoplasma-infected
vs. 2·44 kg in 127 RhD-negative, Toxoplasma-free,
2·65 kg in 590 RhD-positive, Toxoplasma-free and
2·35 kg in 158 RhD-positive, Toxoplasma-infected
mothers) remained approximately constant until the
end of pregnancy (Fig. 2).
The eﬀect of toxoplasmosis on maternal weight
gain was analysed separately for RhD-negative
and RhD-positive women. The eﬀect of toxo on
maternal weight gain in pregnancy weeks 16, 20, 30
and 36 was signiﬁcant in RhD-negative mothers
Fig. 1. Diﬀerences in maternal weight before pregnancy between Toxoplasma-infected and Toxoplasma-free and
RhD-negative and RhD-positive women. The y-axis shows the mean weight (in kg) in Toxoplasma-free (left part of each
panel), Toxoplasma-infected (right part of each panel), RhD-negative (left panel) and RhD-positive (right panel) women.
The boxes and spreads show standard errors and standard deviations, respectively.
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(week 16: P=0·001, η2=0·073; week 20: P=0·012,
η2=0·040; week 30: P=0·027, η2=0·031; week 36:
P=0·009, η2=0·041) but was not signiﬁcant in RhD-
positive mothers (week 16: P=0·083, η2=0·004;
week 20: P=0·420, η2=0·001; week 30: P=0·826,
η2<0·001; week 36: P=0·654, η2<0·001). The eﬀect
of maternal age on maternal weight gain was ob-
served in both RhD-negative women (week 16: P=
0·011, η2=0·043; week 20: P=0·096, η2=0·018;
week 30: P=0·484, η2=0·003; week 36: P=0·558,
η2=0·002) and RhD-positive women (week 16: P=
0·003, η2=0·012; week 20: P=0·001, η2=0·014;
week 30: P=0·091, η2=0·004; week 36: P=0·496,
η2=0·001).
As toxoplasmosis is known to inﬂuence the sec-
ondary sex ratio (Kaňková et al. 2007a,b) and the
eﬀect of toxo-RhD interaction on maternal weight
gain could be just a side-eﬀect of diﬀerent develop-
mental rates of male and female fetuses, we analysed
the maternal weight gain separately for mothers
who gave birth to male and female newborns. The
eﬀect of toxo-RhD interaction on maternal weight
gain was signiﬁcant in pregnancy week 16 (P<0·001,
η2=0·026), nearly signiﬁcant in pregnancy weeks 20
(P=0·075, η2=0·006) and 36 (P=0·082, η2=0·006)
but was not signiﬁcant in pregnancy week 30 (P=
0·182, η2=0·003) in mothers of male newborns.
In mothers of female newborns, the eﬀect of toxo-
RhD interaction on maternal weight gain was sig-
niﬁcant in pregnancy week 16 (P=0·040, η2=0·011),
nearly signiﬁcant in pregnancy week 20 (P=0·067,
η2=0·008) but was not signiﬁcant in pregnancy
weeks 30 (P=0·121, η2=0·006) and 36 (P=0·100,
η2=0·007).
To investigate whether toxoplasmosis also inﬂu-
ences fetal growth, we analysed the eﬀect of toxo-
RhD interaction on fetal bioparameters measured
by ultrasound at pregnancy weeks 20 and 30. Two
continuous variables maternal age and pregnancy
length estimated from the date of the last menstrual
period were included into the models (and appeared
signiﬁcant in all models). As the sex of newborns is
known to inﬂuence the fetal bioparameters, birth
weight and birth length, we analysed this model with
a third ﬁxed factor, sex of newborn. Toxo-RhD
interaction had no eﬀect on fetal bioparameters
at pregnancy weeks 20 and 30 in the whole study
set (Table 1). Similarly, toxo, RhD and toxo-RhD
interaction had no eﬀect on birth length and birth
weight, results not shown.
DISCUSSION
The present study showed that RhD-negativewomen
with latent toxoplasmosis gained more weight dur-
ing pregnancy than RhD-negative, Toxoplasma-free
women or RhD-positive women. The diﬀerence was
greatest in early pregnancy. In week 16, the mean
maternal weight gain in 25 Rh-negative Toxoplasma-
infected women was 4·12 kg compared to 2·50 kg in
the other study groups. We also conﬁrmed the earlier
observation that Toxoplasma-infected women had
higher weight before pregnancy than Toxoplasma-
free women.
Fig. 2. The eﬀect of toxo-RhD interaction on maternal weight gain in pregnancy weeks 16, 20, 30 and 36. The y-axis
shows the mean weight gain (in kg) in Toxoplasma-free (left part of each panel), Toxoplasma-infected (right part
of each panel), RhD-negative (black circles) and RhD-positive (empty circles) women. The spreads indicate the 95%
conﬁdence intervals.
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The diﬀerence in maternal weight gain was not a
side eﬀect of higher sex ratio in Toxoplasma-infected
mothers or diﬀerences in male and female fetal
growth, as the same diﬀerence was observed in
analyses performed separately for women with male
and female children. Toxoplasmosis (and RhD) had
no detectable eﬀect on fetal growth or birth length
and birth weight. Therefore, the higher pregnancy
weight gain in Toxoplasma-infected RhD-negative
mothers was probably due to higher weight of ma-
ternal tissues or higher volume of anmniotic ﬂuid and
placental tissues. To answer this important question,
further data on maternal post-delivery weight would
be needed.
Toxoplasma-free and Toxoplasma-infected women
diﬀer in several personality traits including Cattell’s
superego strength. Therefore, they could also diﬀer
systematically in time and regularity of visiting their
gynecologist during pregnancy. This could system-
atically inﬂuence the observed pregnancy weight
gain. To minimize this source of systematic error, we
included length of pregnancy at the pre-natal visit
into our statistical models. Theoretically, the length
of pregnancy estimated from the ﬁrst fetal ultrasound
(performed usually at pregnancy weeks 8–12) could
be systematically underestimated in Toxoplasma-
infectedwomenwhoshowalowerembryonicdevelop-
mental rate than Toxoplasma-free mothers (Kaňková
and Flegr, 2007). Therefore, we also analysed the
models either without the covariate length of preg-
nancy or with the length of pregnancy estimated from
the date of the last menstrual period. All 3 categories
of models provided approximately the same results
(results not shown), which indicated that possibly
underestimated length of pregnancy in Toxoplasma-
infected women was not responsible for observed
phenomena.
We conﬁrmed the earlier observation of Abrams
et al. (1995) that pregnancy weight gain is positively
related to maternal age. Our data showed that both
RhD-negative and RhD-positive women accounted
for this phenomenon. This suggests that RhD
Table 1. Fetal ultrasonography data in Toxoplasma-infected and Toxoplasma-free women at pregnancy
weeks 20 and 30
(Fetal parameters are shown in millimetres. The results of statistical tests (F and P) were obtained for the models with
toxoplasmosis and RhD as the independent variables and maternal age and pregnancy length based on ultrasonography as
continuous predictors. BPD, biparietal diameter; AC, abdominal circumference; FL, femur length.)
Week 20 Week 30
BPD AC FL BPD AC FL
N 943 917 943 933 908 930
Toxo F 0·67 0·80 0·14 0·06 0·19 0·30
P 0·410 0·371 0·706 0·796 0·657 0·583
η2 0·001 0·001 <0·001 <0·001 <0·001 <0·001
RhD F 2·08 1·08 2·11 0·03 0·34 0·81
P 0·149 0·368 0·146 0·863 0·557 0·368
η2 0·002 0·001 0·002 <0·001 <0·001 0·001
Sex F 2·99 2·55 1·23 2·11 3·96 0·008
P 0·084 0·110 0·268 0·146 0·047 0·928
η2 0·003 0·003 0·001 0·002 0·004 <0·001
Toxo×RhD F 0·47 0·003 3·76 0·001 0·10 0·03
P 0·493 0·954 0·053 0·972 0·743 0·843
η2 0·001 <0·001 0·004 <0·001 <0·001 <0·001
Toxo×Sex F 0·20 0·85 0·52 0·59 0·24 1·55
P 0·647 0·355 0·470 0·441 0·621 0·213
η2 <0·001 0·001 0·001 0·001 <0·001 0·002
RhD×Sex F 1·23 0·12 0·05 0·78 0·009 1·30
P 0·268 0·725 0·821 0·376 0·926 0·253
η2 0·001 <0·001 <0·001 0·001 <0·001 0·001
Toxo×RhD×Sex F 0·11 0·37 0·20 0·84 0·05 2·76
P 0·736 0·543 0·651 0·358 0·821 0·096
η2 <0·001 <0·001 <0·001 0·001 <0·001 0·003
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positivity probably protects against the eﬀect of toxo-
plasmosis but not against the eﬀect of age. It must
be remembered, however, that the reported protec-
tive eﬀects of RhD-positivity against Toxoplasma-
induced decrease of psychomotor performance
were only transient in RhD-positive homozygotes
(Novotná et al. 2008). While the presence of a popu-
lation of RhD-positive homozygotes can only partly
mask the protective eﬀects of RhD-positivity against
latent toxoplasmosis-associated eﬀects, it is probably
much more diﬃcult to demonstrate such protective
eﬀects of RhD-positivity against age-associated aﬀects
on the population containing RhD-positive homo-
zygotes as the old RhD-positive homozygotes are
expected to lack any protection.
Monitoring the gestational weight gain is impor-
tant for epidemiological and public health purposes.
This indicator is correlated with infant growth
(Abrams and Selvin, 1995) and may be related to
maternal outcomes such as reproductive health and
chronic disease risk (Strauss and Dietz, 1999).
Prospective studies identiﬁed gestational weight
gain as a predictor of both infant birth weight
(Abrams et al. 1995; Scholl et al. 1995; Hickey et al.
1996) and pre-term delivery (Schieve et al. 2000).
Excessive gestational weight gain is associated with
increased risk of post-partum weight retention
(Scholl et al. 1995; Olson et al. 2003) and increased
risk of caesarean section (Johnson et al. 1992; Scholl
et al. 1995). Our data showed that RhD-negative
women with latent toxoplasmosis gained weight
more rapidly during the ﬁrst trimester of pregnancy.
A similar eﬀect has already been found in smokers
(Abrams et al. 1995). Gestational weight gain during
the ﬁrst trimester is also positively associated with
maternal age and with hypertension (Abrams et al.
1995; Dawes and Grudzinskas, 1991). It can be
generalized that excessive weight gain in the ﬁrst
trimester of pregnancy usually implies a negative
eﬀect of some internal (genetic or epigenetic) or
external (environmental) factor(s).
The major limitation of the present study is the
absence of data on RHD genotype of the pregnant
women. A published case-control study performed
on a large sample of blood donors showed that RhD-
positive heterozygotes are resistant to the patho-
logical eﬀect of toxoplasmosis while RhD-positive
homozygotes are resistant only temporarily – their
psychomotor performance decreases with length
of the infection (Novotná et al. 2008). The psycho-
motor performance of RhD-negative homozygotes
decreases immediately after the infection (Novotná
et al. 2008). Our population of RhD-positive preg-
nant women contains both RhD-positive hetero-
zygotes and RhD-positive homozygotes (some of
them with a relatively low concentration of anti-
Toxoplasma antibodies and therefore relatively old
infection). The contamination of the protected
population of RhD-positive heterozygotes by an
unknown number of possibly non-protected RhD-
positive homozygotes probably decreased the power
of our tests and the strength of the observed eﬀects.
Three recent studies (Novotná et al. 2008; Flegr
et al. 2008a, 2009) have reported a protective eﬀect
of the RhD-positive phenotype, especially RhD
heterozygosity, against the negative eﬀect of latent
toxoplasmosis on psychomotor performance of in-
fected subjects. The present results indicate that the
RhD-positive phenotype could also protect against
a broader spectrum of detrimental eﬀects of latent
toxoplasmosis. The physiological role of RhD pro-
tein (an ion pump of uncertain speciﬁcity present in
the red blood cell membrane) is unknown. Similarly,
the mechanism of eﬀects of toxoplasmosis on psy-
chomotor performance (Havlíček et al. 2001), length
of pregnancy (Kaňková and Flegr, 2007) or sex ratio
(Kaňková et al. 2007a,b) is unclear. Until the role of
RhD protein in human physiology and the mechan-
ism of toxoplasmosis-associated changes are eluci-
dated, any speculation about the physiological and
molecular mechanisms of the protective eﬀect of
RhD-positivity in pregnant Toxoplasma-infected
women would be rather premature.
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6. Závěrečné shrnutí 
Pro svou disertační práci jsem zvolila téma ultimátní a proximální příčiny změn 
sekundárního  pohlavního  indexu  a  prenatálního  vývoje  dítěte  u  matek  s latentní 
toxoplasmózou.  Práce  úzce  navazuje  na  téma  vliv  latentní  toxoplasmózy  na  průběh 
těhotenství,  kterému  jsem se  věnovala  v době  svého  magisterského  studia,  kdy  jsme 
ukázali, že latentní toxoplasmóza v době těhotenství může ovlivňovat vyvíjející se plod. 
V mé  první  přiložené  publikaci  (Kaňková  a  spol.  2007a)  jsme  se  zabývali 
vlivem toxoplasmózy na sekundární poměr pohlaví u člověka.  Na nezávislém souboru 
anonymizovaných  dat  ze  3  gynekologických  ordinací  jsme  statisticky  hodnotili 
pravděpodobnost  narození  jednoho či  druhého pohlaví  u  nakažených a  nenakažených 
žen.  Podrobněji  jsme se v  práci  zaměřili  i  na možný vliv  hodnoty titrů  protilátek  na 
poměr pohlaví u nakažených osob.
Vzhledem k tomu, že výsledky ukázaly neočekávaně vysoký poměr pohlaví při 
narození,  tedy  více  synů,  u  toxoplasma-pozitivních  žen,  druhá  má  přiložená  práce 
(Kaňková  a  spol.  2007b)  se  zabývala  vlivem  latentní  toxoplasmózy  na  sekundární 
pohlavní  index  u  laboratorní  myši.  Pokusy  na  myších  byly  připraveny  tak,  aby  se 
maximálně  přiblížily  studii  na  lidech.  Jelikož  poměr  pohlaví  pozitivně  koreloval 
s hladinou titrů protilátek, nechali jsme myši zabřeznout postupně v několika časových 
etapách  od infekce.  Abychom se co  nevíce  přiblížili  sekundárnímu poměru  pohlaví, 
mrtvá mláďata,  která byla zakousnuta samicí nebo porozena mrtvá,  jsme ukládali  do 
lihu,  později  jsme  z nich  izolovali  DNA  a  určovali  jejich  pohlaví  s  využitím  PCR 
metody (přítomnost genu SRY). Výsledky získané na laboratorních myších potvrdily 
výsledky získané v předchozí studii na lidech.  
Poté, co byl  fenomén vyššího sekundárního pohlavního indexu u nakažených 
žen potvrzen i na modelu laboratorní myši, dalším cílem bylo hledat jeho příčiny. V jedné 
z možných několika hypotéz hrál hlavní roli imunitní systém. V přiložené práci (Kaňková 
a spol. 2010a) zabývající se možným vlivem imunitního systému na odchylky v poměru 
pohlaví při narození u nakažených žen, jsme navrhovanou hypotézu podpořili, laboratorní 
myši  s latentní  toxoplasmózou  byly  imunosuprimovanější  než  kontrolní.  Lze  tedy 
předpokládat,  že  by  snížená  imunita  v období  nákazy  T.  gondii mohla  způsobovat 
přežívání  více  mužských  zárodků,  které  jsou  u  imunokompetentního  jedince  běžně 
náchylnější k potrácení.
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V další práci (Kaňková a Flegr 2007) jsme se zabývali podrobněji prenatálním 
vývojem  dítěte  v těle  infikovaných  a  zdravých  žen.  Zaměřili  jsme  se  na  růst  plodu 
v různých fázích  těhotenství  a  zároveň  i  na  zdravotní  stav  matky  v době  těhotenství. 
Jelikož se již v pilotní studii ukázalo, že latentní toxoplasmóza ovlivňuje velikost plodu 
na počátku těhotenství, navrhli jsme několik možných hypotéz, které jsme cíleně během 
studie testovali. Výsledky podpořily hypotézu, že u žen s latentní toxoplasmózou dochází 
k pomalejšímu vývoji plodu na počátku těhotenství.
Velmi zajímavým objevem pocházejícím z naší laboratoře byl vliv Rh faktoru 
na projevy latentní toxoplasmózy u člověka. Proto i já jsem v poslední přiložené práci 
(Kaňková a spol. 2010b) jako třetí faktor, který by mohl ovlivňovat průběh těhotenství, 
zvolila Rh-faktor. Na původním souboru dat jsme hodnotili vliv interakce toxoplasmózy 
s Rh-faktorem  na  průběh  těhotenství.  Ukázalo  se,  že  Rh-negativní  matky  s  latentní 
toxoplasmózou  přibíraly  v  těhotenství  více  než  ostatní.  Rh  faktor  by  tak  mohl  být 
ochranou proti negativním vlivům parazita T. gondii.
Během několikaletého studia latentní toxoplasmózy v týmu prof. Flegra jsem se 
věnovala především studiu vlivu latentní toxoplasmózy na reprodukční biologii člověka a 
laboratorní  myši.  Moje  studie  významně  rozšířily  a  prohloubily  studium  v těchto 
oblastech a obohatily zdejší výzkum o zcela nová témata – především o studium vlivu 
toxoplasmózy  na  pohlavní  index.  Během  mého  doktorského  studia  jsme  navázali 
spolupráci s Národní referenční laboratoří pro toxoplasmózu při SZÚ Praha, s oddělením 
transplantační  imunologie  v Ústavu molekulární  genetiky AV ČR, Praha a s několika 
gynekologickými ordinacemi, spolupráce s těmito institucemi stále pokračují. 
Všechny mé přiložené studie otevřely cestu vědeckému bádání v nových dosud 
velmi  málo  prostudovaných  oblastech.  Práce  propojují  pohledy  více  vědních  oborů 
(parazitologie,  imunologie,  fyziologie,  reprodukční  a  evoluční  biologie)  a  zabývají  se 
problematikou do této doby nestudovanou. Vzhledem k takto širokému zaměření nebylo 
prozatím možné podrobně studovat všechny možné příčiny pozorovaných fenoménů, a 
proto bude nutné jednotlivé dílčí hypotézy dále testovat a ověřovat. 
Do  budoucna  bychom  se  měli  zaměřit  na  vliv  latentní  toxoplasmózy  na 
hormonální regulaci u hostitele a velmi zajímavé výsledky, a to i z klinického pohledu, 
by  mohlo  přinést  i  studium  postnatálního  psychomotorického  vývoje  dítěte  u  žen 
s latentní  toxoplasmózou  (v  pilotním  výzkumu  jsme  již  rozdíly  v tomto  vývoji 
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zaznamenali). Další, jistě klinicky přínosný, by mohl být výzkum zaměřený na prevalenci 
toxoplasmózy u rodičů dětí s Downovým syndromem, případně prevalenci toxoplasmózy 
u matek, kterým byl během těhotenství u jejich plodu Downův syndrom potvrzen, nebo 
případně obecně na prevalenci toxoplasmózy u matek,  kterým byly během těhotenství 
zjištěny jakékoli vývojové vady u jejich plodu. 
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